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RESUMEN 
 
Los genes dhaS y dhaA de la cepa nativa colombiana Clostridium sp. IBUN 13A, 
relacionada taxonómicamente con Clostridium butyricum, codifican las proteínas 
del sistema de dos componentes al cual se atribuye la regulación transcripcional 
del operón 1,3-Propanodiol (1,3-PD). En este estudio se diseñó una estrategia de 
amplificación, secuenciación y caracterización bioinformática de la región 
corriente arriba del operón 1,3-PD, en la cual se encontraron dos genes de 1318 
pb (dhaS) y 1056 pb (dhaA) organizados en un operón, que codifican proteínas 
de 405 y 351 aminoácidos, respectivamente. Las proteínas predichas presentan 
dominios homólogos a diferentes sistemas de transducción de señales, 
organizados en forma modular. Estos hallazgos aportan evidencia que permite 
postular un mecanismo de regulación del sistema DhaS/A sobre el promotor del 
operón 1,3-PD, como respuesta a la presencia de glicerol en el medio. Sin 
embargo la identificación de un tercer gen putativo que codificaría para una 
proteína reguladora homóloga a las proteínas DhaS y DhaA, supone que la 
regulación sobre el operón 1,3-PD no depende exclusivamente del sistema de 
dos componentes DhaS/DhaA. Posteriores estudios experimentales permitirán 
elucidar este mecanismo de regulación y proporcionarán herramientas para 
desarrollar estrategias de manipulación genética en el metabolismo anaeróbico 
del glicerol con el fin de mejorar los procesos fermentativos en la producción de 
1,3-PD con las cepas nativas. 
 
Palabras Clave  
 
Clostridium sp., Metabolismo del Glicerol, 1,3-Propanodiol, Genes reguladores, 
Sistema de dos componentes 
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ABSTRACT 
Genes dhaS and dhaA from the native Colombian Clostridium sp. IBUN 13A 
strain, closely related to the Clostridium butyricum species, encode the two-
component signal transduction proteins which are presumed involved in 
transcriptional regulation of 1,3-Propanediol operon (1,3-PD). The current study 
thus developed a methodological strategy in order to amplify, sequencing and 
bioinformatically characterising the DNA region located upstream of the 1,3-PD 
operon. Two genes of 1318bp (dhaS) and 1056bp (dhaA) organized in an operon 
were found, these genes encode, respectively, proteins of 405 and 351 amino 
acids. The deduced proteins show domains homologues to different signal 
transduction systems, organized in modular architecture. These results led to 
SRVWXODWLQJD'KD6$V\VWHPUHJXODWLRQPHFKDQLVPRQWKHQDWLYHVWUDLQ¶V-PD 
operon promoter, as a response to the presence of glycerol at the culture 
medium. However the identification of another putative gen which would encode 
an homologue protein to the DhaS and DhaA proteins, suggest that 1,3-PD 
operon regulation it is not depending only on DhaS/A two-component system. 
Further experimental studies will allow elucidating this regulation mechanism and 
will provide tools to develop genetic manipulation strategies for the anaerobic 
metabolism of glycerol so that it will improve fermentative processes for the 1,3-
PD by native strains. 
 
Key Words: 
 
Clostridium sp., Glycerol metabolism, 1,3-Propanediol, Regulator genes, Two-
component system. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El biodiesel es un métil-ester de ácido graso obtenido a partir de fuentes 
renovables como palma, soya y/o girasol (45) y constituye una de las alternativas 
más promisorias para la sustitución de combustibles fósiles debido a que puede 
ser empleado en motores diesel y otros sistemas de combustión (45,48). En 
Colombia por ejemplo, con el área de palma sembrada hasta 2005, se estimó una 
producción de biodiesel cercana a las 600.000 toneladas/año para finales del 
presente año (20). El principal subproducto generado durante la síntesis de 
biodiesel es la glicerina cruda, que puede ser utilizada como fuente de carbono 
en fermentaciones sin necesidad de ser purificada, ofreciendo una ventaja 
económica sobre el glicerol puro en diferentes bioprocesos (45).  
El principal proceso biotecnológico para valorizar la glicerina cruda es su 
biotransformación a 1,3-propanodiol (1,3-PD) (10,48), una molécula bifuncional 
promisoria en el mercado mundial debido a sus diversas aplicaciones en la 
síntesis de polímeros. El 1,3-PD se emplea en la industria textil, en producción de 
adhesivos, lubricantes, solventes, resinas, anticongelantes y productos 
farmacéuticos, entre otras aplicaciones (72). La mayor demanda de este producto 
esta destinada a la síntesis de poliésteres y poliuretanos usados en la producción 
de fibras textiles, especialmente el politrimetilen tereftalato (PTT), que se 
caracteriza por ser más elástico y con mejores propiedades de recuperación 
frente a la tensión (43,55). 
El 1,3-PD es producido por síntesis química a través de dos vías diferentes: 
hidratación de acroleína o hidroformilación del óxido de etileno (48) sin embargo, 
en los últimos años la producción biológica del 1,3-PD ha empezado a ser una 
alternativa más amigable con el medio ambiente frente a la tradicional síntesis 
química a partir de petroquímicos, debido a que la síntesis química presenta 
problemas como el requerimiento de altas presiones, el uso de catalizadores 
costosos y la generación de intermediarios tóxicos y contaminantes (55). La 
producción biotecnológica de 1,3-PD se ha investigado en microorganismos que 
bajo condiciones anaeróbicas sintetizan esta molécula al metabolizar el glicerol 
como única fuente de carbono, principalmente Clostridium butyricum, Klebsiella 
pneumoniae y Citrobacter freundii (55). Uno de los mejores productores naturales 
en términos de rendimiento y productividad es el C. butyricum, además de que no 
requiere la adición de coenzima B12 en la fermentación, lo cual hace más rentable 
el proceso (26). 
La cepa nativa colombiana Clostridium sp. IBUN 13A, se encuentra 
cercanamente relacionada con C. butyricum (32,40) y se caracteriza porque 
produce 1,3-PD, alcanzando rendimientos similares a los obtenidos con las cepas 
de referencia C. butyricum DSM 523 y C. butyricum DSM 2478 (13). 
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Recientemente, Montoya (42) realizó la caracterización molecular de los genes 
implicados en la síntesis de 1,3-PD de esta cepa e identificó el operón 1,3-PD 
(GenBank Cód. Acc. DQ901408) compuesto por los genes identificados como 
dhaB1, dhaB2 y dhaT, que mostraron una similitud del 99% con los genes del 
operón caracterizado en C. butyricum VPI1718. Debido a esta similitud, se ha 
postulado que los genes reguladores del operón 1,3-PD de Clostridium sp. IBUN 
13A, se ubican corriente arriba del gen dhaB1 de la misma manera como se 
describió en C. butyricum VPI1718 (51). Los genes dhaS y dhaA están implicados 
en la regulación transcripcional del operón en C. butyricum y constituyen el 
sistema de transducción de señales de dos componentes DhaS/DhaA, cuya 
regulación podría tener un mecanismo de regulación similar al sistema DhaR 
encontrado en otros microorganismos productores de 1,3-PD (62). 
En el presente estudio se describen las características predichas para las 
proteínas codificadas por los genes dhaS y dhaA de la cepa nativa Clostridium 
sp. IBUN 13A, con el fin de plantear los posibles mecanismos de regulación 
transcripcional del sistema de transducción de señales sobre el operón 1,3-PD y 
de esta forma, proponer estrategias de manipulación genética que permitan 
mejorar los procesos fermentativos para la producción de 1,3-PD. 
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2. MARCO TEORICO 
 
2.1 Glicerina cruda como subproducto en la producción de Biodiesel 
 
El biodiesel es una de las fuentes más promisorias para la sustitución de 
combustibles fósiles debido a que puede reemplazar al diesel de petróleo con 
notorios beneficios ambientales pues es un combustible renovable y sin 
contenidos de azufre (45). Los combustibles de biodiesel están definidos como 
esteres de ácidos grasos derivados de diferentes fuentes lipídicas renovables 
como aceite de soya, palma, girasol y otros, por este motivo en los últimos años 
se ha incrementado su producción y consumo en países en los cuales las 
condiciones para el cultivo de plantas oleaginosas es favorable, debido a la 
creciente demanda de este combustible, en 2006 se estimó una producción 
mundial de 6000 millones de toneladas de biodiesel (48). En Colombia Desde 
enero de 2008, según el Gobierno Nacional todos los vehículos de transporte 
público usan una mezcla B5, es decir del 5% de biodiesel y a partir de 2010 esta 
cantidad ha aumentado hasta 8% en algunas regiones del país, en Bogotá y 
Cundinamarca los distribuidores de combustibles comercializan la mezcla de 
biodiesel desde septiembre de 2009 (20).  
 
En Colombia el biodiesel es producido a partir del aceite de palma el cual, según 
varias investigaciones del Instituto Colombiano del Petróleo (ICP) y el Centro de 
Palma de Aceite (Cenipalma), tiene resultados muy positivos para el ambiente. 
En 2007 se encontraban unas 316.402 hectáreas de palma cultivadas, con una 
producción estimada de aceite cercana a las 732.478 ton/año (39). Con el área 
de palma sembrada hasta 2005 y los rendimientos de producción de aceite 
logrados hasta el momento, se previó una producción de alrededor de 1,1 
millones de toneladas al finalizar el presente año y una oferta de biodiesel 
cercana a las 600 mil toneladas para consumo interno (20).  
 
La producción de biodiesel se logra a través del proceso de transesterificación de 
los aceites vegetales o de grasas animales con un alcohol que puede ser etanol o 
metanol (45). Durante el proceso, por cada 100 toneladas de biodiesel producido, 
aproximadamente 10 toneladas de glicerina cruda son generadas como principal 
subproducto da Silva. En Europa fueron generadas 66x105 toneladas de glicerina 
cruda producto de la producción de biodiesel en el año 2007 y se estima una 
generación global cercana a las 30 billones de toneladas para el año 2016 (48). 
Este subproducto posee un valor muy bajo en el mercado debido a que el exceso 
en la producción de biodiesel trajo consigo un dramático descenso de los precios 
en los últimos dos años y además podría implicar un problema ambiental si no se 
dispone de forma adecuada, por lo que se hace necesario integrar diferentes 
bioprocesos de valorización para este subproducto que hasta el momento es 
manejado como un típico residuo industrial (45,55). 
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Pese a que puede presentar ciertas impurezas como residuos de jabón, metanol 
y ácidos grasos libres en cantidades considerables, la glicerina cruda puede ser 
utilizada como fuente de carbono en fermentaciones sin realizarle procesos de 
purificación, ofreciendo una ventaja económica sobre el glicerol puro Saxena. Por 
este motivo, la bioconversión a compuestos de alto valor por procesos de 
fermentación microbiológica resulta ser la alternativa más atractiva para la 
industria (10,48). 
 
2.2 Producción Biotecnológica de 1,3-Propanodiol 
 
El 1,3-Propanodiol (trimetilen glicol ó propilen glicol) es uno de los químicos al 
granel mas promisorios en el mercado mundial debido a su biodegradabilidad y 
por la presencia de dos grupos hidroxilos en las posiciones 1 y 3 que le confieren 
enormes aplicaciones en la síntesis de polímeros. Se emplea en la industria de 
alimentos, producción de adhesivos, lubricantes, solventes, resinas, 
anticongelantes, productos farmacéuticos o puede ser usado como biocida para 
la prevención de biopelículas. Por otra parte los plásticos sintetizados a partir de 
1,3-PD pueden ser fácilmente modificados para conferir las especificaciones de 
manufactura requeridas en el producto final, comparados con los de 
polihidroxialcanoatos (55,72). 
 
Como principal mercado el 1,3-PD, es utilizado como monómero en la síntesis de 
poliésteres y poliuretanos, debido a que se emplea en la producción del 
recientemente desarrollado poliéster, politrimetilen tereftalato (PTT), usado en la 
producción de fibras textiles. Este compuesto se caracteriza por ser más elástico 
y con mejores propiedades de recuperación frente a la tensión, comparado con 
otros poliésteres (33). 
 
Actualmente el mercado mundial demanda cerca de 50 millones de kilos al año 
(55) y la demanda estimada de 1,3-PD en los próximos 5 años es de 
aproximadamente un billón de kilos por año (43). Las empresas multinacionales 
DuPont y Shell poseen patentes sobre los nuevos polímeros obtenidos a partir 
del PTT y son estas empresas las que lideran la producción de este compuesto. 
 
El 1,3-PD es producido por síntesis química a través de dos vías diferentes: 
hidratación de acroleína o hidroformilación del óxido de etileno (48) sin embargo, 
en los últimos años la producción biológica del 1,3-PD ha empezado a ser una 
alternativa real frente a la tradicional síntesis química a partir de petroquímicos, 
debido a que la síntesis química presenta problemas como el requerimiento de 
altas presiones, el uso de catalizadores costosos y la generación de 
intermediarios tóxicos (55,72).  
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La producción por fermentación se ha investigado en los productores naturales 
de 1,3-PD, microorganismos del género Klebsiella, Clostridium, Citrobacter, 
Enterobacter y Lactobacillus. Los microorganismos que mejor se han estudiado 
son C. butyricum, C. pasteurianum, K. pneumoniae y C. freundii (55). Uno de los 
mejores productores naturales en términos de rendimiento y productividad es el 
C. butyricum (26). 
 
En condiciones anaeróbicas el 1,3-PD es sintetizado cuando hay disponibilidad 
de glicerol como fuente de carbono, el metabolismo de este sustrato involucra 
dos vías una oxidativa y una reductora. Por cada 3 moléculas de glicerol 
presentes, una es utilizada en la ruta oxidativa y dos son utilizadas en la 
producción de 1,3-PD por la vía reductora (55). La vía oxidativa del metabolismo 
es requerida para la formación de ATP, conlleva a la producción de acetato y está 
asociada a la incorporación de átomos de carbono en la biomasa celular. La vía 
reductora tiene como finalidad oxidar los equivalentes reductores liberados 
durante la formación de dihidroxiacetona y durante la posterior oxidación de la 
dihidroxiacetona-3P. La regeneración de NAD+ a partir de las dos moléculas de 
NADH2 generadas, requiere de la formación de un subproducto que sirva como 
aceptor de electrones, para solucionar este requerimiento redox, el glicerol es 
convertido a 3-HPA, el cual es reducido a 1,3-PD en una reacción dependiente de 
NADH2 (53,55) (Figura 1). 
 
 
 
Figura 1. Ruta metabólica del glicerol en condiciones anaeróbicas. Las enzimas 
principales de la ruta oxidativa son Glicerol quinasa ± GK, Glicerol 
deshidrogenasa ± GDH, Dihidroxiacetona quinasa ± DHAK, 3-P-glicerol 
deshidrogenasa ± 3-P-GDH y las dos enzimas de la ruta reductora que participan 
en la síntesis de 1,3-PD son la Glicerol deshidratasa ± GDHt y Propanodiol 
oxidoreductasa ± PDOR. El producto intermediario de la ruta reductora es el 3-
hidroxipropionaldehido ± 3-HPA. Modificada de (45) 
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El glicerol puede ser utilizado como única fuente de carbono y energía, y la toma 
de este sustrato tiene la ventaja de no requerir consumo energético debido a que 
pasa a través la membrana citoplasmática por difusión pasiva, con la 
participación de la proteína transmembranal GlpF (facilitadora del transporte de 
glicerol) (62). En el caso de C. butyricum, los principales subproductos generados 
son ácido butírico y acético, además de CO2 (48). 
 
2.3 Estrategias de mejoramiento en la producción microbiológica de 1,3-PD 
 
Debido al creciente interés por el 1,3-PD en la industria de polímeros, la 
producción microbiológica de este compuesto ha estado acompañada de 
diferentes estudios que permitan obtener los mayores beneficios de las cepas 
productoras, superar las dificultades técnicas que implica la manipulación de los 
microorganismos en condiciones de anaerobiosis y optimizar los procesos de 
fermentación. El estudio de las cepas nativas es esencial para el conocimiento de 
la ruta metabólica implicada, gracias a esta información ha sido posible identificar 
los múltiples genes que participan en su regulación y otras actividades 
funcionales relacionadas. Las dos líneas de investigación que han permitido 
desarrollar nuevos adelantos en la producción del 1,3-PD están dirigidas a la 
optimización de los procesos de fermentación y la manipulación genética de las 
cepas productoras.  
 
Por una parte los estudios de fermentación han optimizado los rendimientos de 
las cepas productoras de 1,3-PD mediante cultivos continuos, en lote alimentado 
y fermentación continúa en dos etapas (46) y por otra, las nuevas técnicas de 
ingeniería genética y metabólica se han utilizado para modificar algunos factores 
como bajos rendimientos, productividad y títulos asociados al proceso de 
fermentación (47,54). 
 
En los primeros trabajos publicados se analizó el metabolismo del glicerol y se 
evidenció que al incrementar la actividad de la glicerol deshidratasa se podría 
aumentar la productividad de la fermentación (2), se demostró el efecto inhibitorio 
de concentraciones superiores a los 70g/L de 1,3-PD (10), así como el efecto 
tóxico de la acumulación de 3-HPA (1). Mientras en Europa se estudiaron 
principalmente diferentes cepas de C. butyricum, C. pasteurianum, C. novyi y C. 
diolis (12), en Colombia el grupo de bioprocesos y bioprospección del IBUN 
adelantaba estudios con nuevas cepas nativas, cercanamente relacionadas con 
C. butyricum (32,40).  
 
Con los resultados obtenidos en las primeras investigaciones se hizo evidente 
que tanto Clostridium butyricum como Klebsiella pneumoniae eran los dos 
mejores productores naturales de 1,3-PD (55) y fue este el punto de partida para 
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evaluar diferentes aspectos en las fermentaciones con estos dos 
microorganismos. En cultivos de K. pneumoniae por ejemplo, se estudió el 
suplemento con fumarato 5mM al medio de cultivo, logrando de esta forma un 
mejor consumo de glicerol y una productividad 35% mayor que en un medio sin 
fumarato (36). También se investigó el proceso utilizando células inmovilizadas 
en microcápsulas compuestas de sulfato de celulosa sódica, con lo que se logró 
una mayor tolerancia al sustrato y alta densidad de biomasa, reduciendo los 
costos de recuperación final de 1,3-PD (73). 
 
Una de las principales inquietudes por resolver, fue la capacidad de estas dos 
cepas para metabolizar la glicerina cruda, dada la presencia de sustancias 
contaminantes y sales generadas en el proceso de transesterificación de los 
aceites que tienen fuertes efectos inhibitorios sobre el crecimiento microbiano 
(45). En cultivos con C. butyricum utilizando glicerina cruda como sustrato 
(glicerol 65% W/W) se observó un crecimiento similar al crecimiento en glicerol 
puro (98% pureza W/W) y se obtuvo 1,3-PD como el principal producto 
metabólico, demostrándose que esta especie aprovechó los nutrientes naturales 
que hacen parte de la composición de la glicerina (10). 
 
Con la cepa F2b de C. butyricum se evaluó glicerina cruda proveniente de la 
síntesis de biodiesel en cultivo por lotes, y los resultados fueron similares, 
llegando a concentraciones finales de 30g/L de 1,3-PD y rendimientos molares de 
0.61 (25). El grupo de Bioprocesos y bioprospección del IBUN también llevó a 
cabo estudios de producción de 1,3-PD empleando medios con glicerina 
subproducto de la producción de biodiesel (91.9% de glicerol y 6.1% de metanol) 
en las cepas nativas, y se obtuvo un rendimiento molar de 0.67 mol.mol-1 (6,49). 
 
La ventaja más importante que ofrece C. butyricum frente al otro gran productor 
natural de 1,3-PD, K. pneumoniae, es su inocuidad, debido a que no se requiere 
de los cuidados en la manipulación que se deben tener cuando se manipulan 
cepas patógenas. Desde el punto de vista económico, se ha demostrado que la 
enzima glicerol deshidratasa de C. butyricum es independiente de la coenzima 
B12, una ventaja relevante en términos de costos para los procesos de 
fermentación (26). Generalmente la fermentación con Clostridium sp. ha 
mostrado un rendimiento de conversión YPD/S similar al obtenido con K. 
pneumoniae, e inclusive algunas cepas pueden presentar mejor resistencia al 
efecto inhibitorio de 1,3-PD en concentraciones de hasta 80g/L (46).  
 
2.4 Estrategias de ingeniería genética 
 
La identificación de los mecanismos relevantes del metabolismo permite obtener 
información importante para generar soluciones de las etapas que son 
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identificadas como limitantes, por esta razón el conocimiento de la genética y 
rutas metabólicas de los microorganismos productores de 1,3-PD se han 
estudiado para generar estrategias de ingeniería metabólica y genética. Por 
ejemplo, al estudiar el efecto inhibitorio de una alta concentración de 1,3-PD se 
evalúa su interacción sobre la actividad de la glicerol deshidratasa y de esta 
forma se pueden estudiar mecanismos que permitan modular la expresión de 
esta enzima (43). Así mismo, las condiciones redox intracelulares pueden ser un 
factor de control para la producción de 1,3-PD, pues el metabolismo reductor del 
glicerol está limitado por la cantidad de equivalentes reductores que se generan 
durante la producción de ácidos orgánicos como el acetato, de forma que la 
manipulación de estas rutas metabólicas podría afectar positivamente la cantidad 
de 1,3-PD producido por la célula (55). 
 
2.4.1 Caracterización del regulón dha 
 
Uno de los primeros estudios a nivel molecular fue llevado a cabo en K. 
pneumoniae ATCC 25955 para aislar y caracterizar los genes involucrados en la 
producción de 1,3-PD. En este trabajo se lograron identificar dos unidades 
transcripcionales denominadas dhaB (genes dhaB1, dhaB2 y dhaB3) y dhaT 
(orfX y orgZ), responsables de codificar la glicerol deshidratasa y la 1,3-PD 
oxidoreductasa, respectivamente (58), la secuencia de nucleótidos obtenida se 
registró en GenBank con el código U30903. Debido a la identificación de un 
cluster en el cromosoma con estas dos unidades transcripcionales además de los 
genes involucrados en la vía metabólica oxidativa del glicerol, se denominó este 
grupo de unidades transcripcionales como el regulón dihidroxiacetona (dha) (62).  
 
Para identificar los diferentes elementos genéticos del regulón dha, se estudió la 
proteína reguladora DhaR en Citrobacter freundii, debido a que se encontró que 
constituía el principal regulador del metabolismo de 1,3-PD, por su actividad 
como activador transcripcional (17). Pese a no ser parte de un sistema de dos 
componentes, esta proteína codificada por el gen dhaR, muestra una alta 
similitud con la superfamilia de las AAA (ATPasas asociadas con varias 
actividades celulares), proteínas activadoras que consisten en un dominio N-
terminal sensor (dominios de interacción GAF, PAS), una estructura central 
ATPasa conservada y un dominio C-terminal con motivo HTH. Se propuso que 
esta proteína tiene función sensora del nivel intracelular de parámetros 
fisiológicos importantes como el potencial redox o las cargas de energía, a la vez 
que actúa como efectora para activar la transcripción de los genes dha (17,62). 
 
Años más tarde se llevó a cabo un análisis comparativo del regulón dha de K. 
pneumoniae DSM 2026, C. perfringens cepa 13, Citrobacter freundii DSM 30040, 
C. pasterianum DSM 525 y C. butyricum VPI 1718 (62)(Figura 2). Con este 
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análisis se logró describir la organización del regulón en las diferentes especies y 
fue posible identificar un sistema regulador putativo en C. perfringens y C. 
butyricum, denominado TcsA/TcsS (sistema transductor de señales en dos 
componentes) a diferencia de K. pneumoniae y C. freundii donde solo está 
presente la proteína reguladora DhaR.  
 
 
 
Figura 2. Regulón dha y genes relacionados en diferentes organismos. Figura editada de 
(62). El operón 1,3-PD de C. butyricum VPI 1718 (E), se editó de acuerdo a la 
caracterización realizada por Raynaud y colab. (51). Los genes se señalan de acuerdo al 
color en:  Genes que expresan proteínas reguladoras del regulón.  Genes que 
expresan proteínas histidin-quinasas del sistema en dos componentes.  Genes que 
expresan proteínas reguladoras de respuesta del sistema en dos componentes. Genes 
que codifican las enzimas  Glicerol deshidrogenasa,  Dihidroxiacetona quinasa,      
Glicerol deshidratasa (GDt)  Activadora de la GDt y  Propanodiol oxidoreductasa.  
 
 
Los porcentajes de similitud en las secuencias de ácidos nucleicos y sus 
respectivas proteínas codificadas revelaron una diferencia en las tres especies de 
Clostridios estudiadas, demostrando la heterogeneidad del regulón. Por esta 
razón se llegó a la conclusión de que los fermentadores de glicerol han 
mantenido la vía metabólica reductora, pero la vía oxidativa no ha sido 
conservada durante la evolución, posiblemente debido a que la vía reductora es 
esencial para el crecimiento anaeróbico (62). 
 
El estudio del operón en la cepa de C. butyricum VPI1718 (51) describió la 
conformación del operón involucrado en la síntesis reductora de 1,3-propanodiol 
a partir de glicerol. En este operón se identificaron los genes: dhaB1, dhaB2 y 
dhaT, los dos primeros expresan la glicerol deshidratasa (E.C.4.2.1.30) y proteína 
activadora respectivamente, el dhaT codifica la enzima 1,3-PD deshidrogenasa 
(oxidoreductasa) (E.C.1.1.1.202). En esta caracterización, corriente arriba del 
operón 1,3-PD se identificaron dos genes similares a los genes que codifican 
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para un sistema regulador de dos componentes en C. perfringes (Figura 2 C) y se 
denominaron dhaS y dhaA (Figura 2 E). 
 
2.4.1.1 Sistemas de transducción de señales de dos componentes 
 
Los microorganismos constantemente sensan y se adaptan a las condiciones de 
estrés en el ambiente, haciendo uso de los sistemas de regulación, en respuesta 
a una gran variedad de señales extracelulares. El sistema de regulación más 
frecuente en bacterias, es el de transducción de señales de dos componentes. 
Dentro de los estímulos sensados por este tipo de sistema se incluyen el pH, 
osmolaridad, temperatura y sustratos, entre otros (21,23,29,38).   
 
El sistema típico de dos componentes consiste en una proteína sensora histidin-
quinasa y su respectiva proteína reguladora de respuesta. La histidin-quinasa se 
caracteriza por la presencia de un dominio conservado dependiente de ATP, con 
la capacidad de autofosforilarse en un residuo conservado histidina, únicamente 
en presencia de un estimulo ambiental específico. Por medio de reacciones de 
fosforilación/defosforilación se lleva a cabo la transducción de la señal a su 
respectivo regulador de respuesta como se esquematiza en la Figura 3 (21,38).  
 
 
Figura 3. Esquema de un sistema de dos componentes; (HQ) Histidin-quinasa, (RR) 
Reguladora de respuesta A. En la proteína histidin-quinasa se identifica el residuo 
conservado histidina ±H± y los motivos N, G1, F y G2 del dominio catalítico. El grupo 
fosforil P, es transferido después de la fosforilación a un residuo aspártico ±D± en la 
reguladora de respuesta. Figura editada de West y Stock (70) B. Se representa una 
histidin-quinasa transmembranal, con su respectiva reguladora de respuesta. Tras la 
fosforilación del residuo Asp, la proteína reguladora sufre un cambio conformacional que 
le permite interactuar con una región específica de DNA en la que puede regular la 
transcripción. Figura editada de Mascher, T et al. (38). 
 
La secuenciación de genomas completos de Clostridios ha revelado que las 
regiones codificantes para proteínas del sistema de transducción de señales en 
dos componentes son frecuentes (15) sin embargo, hasta el momento solo se 
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conocen detalladamente algunos de estos sistemas reguladores; VirS/VirR en C. 
perfringens (9), KdpD/KdpE en C. acetobutylicum (68,69) y Spo0A en varias 
especies (50). 
 
A partir de la identificación de los genes reguladores dhaS y dhaA, se propuso un 
mecanismo de regulación transcripcional mediante el sistema de dos 
componentes DhaS/DhaA (51), el cual fue un aporte fundamental para el 
conocimiento de las cepas de C. butyricum productoras de 1,3-PD.  
 
2.4.2 Manipulación de los genes involucrados en la producción de 1,3-PD 
 
Los estudios moleculares proporcionaron información genética muy útil para la 
comprensión del metabolismo celular y aportaron datos que guiaron la selección 
de modificaciones genéticas que afectando el metabolismo, generaban 
bioprocesos más eficientes. Fue a partir de estos estudios como se propuso la 
manipulación de E. coli de manera que pudiera utilizar glicerol para producir 1,3-
PD, para este propósito se han empleado el regulón dha de K. pneumoniae 
ATCC 25955 (67) y los genes dhaB1 y dhaB2 de C. butyricum SYU 20108 (63). 
En ambos casos se pudo evidenciar que las cepas de E. coli recombinantes 
presentaron actividades enzimáticas propias del metabolismo del 1,3-PD al 
utilizar glicerol como inductor y se produjo 1,3-PD con rendimientos de 104.4 g/L 
y una productividad de 2.61 g/L.h-1 (63). 
 
Tras la caracterización del operón 1,3-PD, se llevó a cabo la transformación 
genética de C. acetobutylicum ATCC 824 con este operón, debido a que este 
microorganismo no es capaz de utilizar la ruta metabólica del glicerol (26), en 
este estudio el plásmido empleado fue el pSPD5 (51). La expresión de este 
operón le permitió a esta cepa producir 1,3-PD con mejor productividad que C. 
butyricum VPI 3266 y cuando se midieron las actividades de la glicerol 
deshidratasa y la 1,3-PD deshidrogenasa se encontró que la cepa transformada 
presentó tres y cuatro veces respectivamente, la actividad que se encontró en la 
cepa de C. butyricum sin embargo, el rendimiento molar de la producción de 1,3 
PD entre ambas cepas no fue significativamente diferente (0.64) (27). 
 
La primera investigación que evalúo el efecto de un gen regulador sobre la 
expresión de 1,3-PD, fue realizada en K. pneumoniae DSM2026. En este estudio 
se sobreexpresó el gen dhaR y pese a que se pudo demostrar el efecto positivo 
de la proteína DhaR sobre las enzimas del metabolismo reductivo del glicerol, los 
microorganismos recombinantes que sobreexpresaron este gen regulador 
produjeron menos 1,3-PD comparados con la cepa silvestre (440 mM frente a 
656 mM respectivamente) (74). 
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Uno de los últimos estudios adelantados en K. pneumoniae consistió en la 
sobreexpresión de los genes dhaT y dhaD, con el propósito de reducir el efecto 
tóxico del 3-HPA y evaluar el efecto de una mayor liberación de NADH2. En las 
fermentaciones en lote discontinuo se logró aumentar la concentración final de 
1,3-PD producido en un 56.3% con respecto a la cepa control, sin embargo en 
lote alimentado no se encontraron diferencias significativas (14,74). 
 
Pero sin duda alguna la investigación más exitosa en cuanto a producción de 1,3-
PD por procesos de manipulación genética fue lograda por científicos del centro 
de investigación de DuPont y Genencor International, quienes transformaron 
células de E. coli K12 para que fueran capaces de producir 1,3-PD utilizando 
glucosa como sustrato en condiciones aeróbicas. Para lograr esta ruta metabólica 
recombinaron genes de S. cerevisiae y de K. pneumoniae con algunos genes 
propios de E. coli, con lo cual llegaron a obtener concentraciones finales de 1,3-
PD de 135g/L (43). 
 
2.5 Estudios Realizados por el Grupo de Bioprocesos y Bioprospección del 
IBUN 
 
El grupo de Bioprocesos y Bioprospección del IBUN en búsqueda de cepas 
nativas con potencial biotecnológico que pudieran ser utilizadas para la 
producción de sustancias químicas promisorias creó un cepario de bacterias del 
género Clostridium sp. con propiedades solventogénicas. De 155 muestras de 
suelo obtenidas en diferentes regiones de Colombia, se aislaron 178 cepas que 
se tamizaron por su producción de acetona, butanol y etanol. Este tamizaje 
permitió la identificación de 13 aislamientos que presentaron mayor producción 
de solventes que la cepa de referencia C. acetobutylicum ATCC 824. El trabajo 
con estas cepas buscaba inicialmente encontrar hiperproductoras de solventes 
usando como fuente de carbono, subproductos industriales. Se determinó la 
actividad hidrolítica en diferentes polímeros de celulosa y se realizó la 
caracterización molecular (41). Posteriormente estudios de las secuencias ARNr 
16S y de hibridación ADN-ADN demostraron que dichas cepas estaban 
cercanamente relacionadas taxonómicamente con C. butyricum pero no obstante, 
no podían ser consideradas como pertenecientes a las especies C. 
acetobutylicum ni C. butyricum (32,40). Se diseñó un análisis multivariado de las 
técnicas de caracterización genotípicas y fenotípicas, y se demostró que varias 
de estas cepas estaban en un nodo taxonómico diferente al de las cepas de 
referencia C. butyricum DSM 2478 y DSM 523, y por consiguiente se propusieron 
como especie nueva del género Clostridium sp. (61). 
 
Después se evaluó la capacidad de estas cepas para producir 1,3-PD a partir de 
glicerol en un reactor con volumen total de 7L sin necesidad de adicionar 
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coenzima B12, aunque para todas las cepas se encontró producción de 1,3-PD, 
dos de las cepas que presentaron altos rendimientos en comparación con las 
cepas de referencia C. butyricum DSM 523 y C. butyricum DSM 2478, fueron la 
IBUN 158B y 13A (13). Debido a estos rendimientos se llevaron a cabo estudios 
que permitieran optimizar los procesos de fermentación evaluando diferentes 
condiciones de cultivo (6,49). 
 
Como se demostró que estas cepas se consideraban promisorias, se llevó a cabo 
la caracterización molecular de las cepas, de forma que se obtuviera la secuencia 
de los genes involucrados en la producción de 1,3-PD (42). Este trabajo permitió 
la identificación de tres genes potenciales identificados como dhaB1, dhaB2 y 
dhaT, correspondientes a las enzimas glicerol deshidratasa, activadora de la 
GDHt y 1,3-PD deshidrogenasa. Como los genes se encuentran dispuestos sobre 
la misma cadena en posiciones contiguas y no se encontraron elementos del 
promotor entre ellos, se dedujo una sola unidad transcripcional equivalente al 
operón 1,3-PD caracterizado en C. butyricum VPI1718. Este operón fue agregado 
a la base de datos GenBank y se registró con el número DQ901409. 
 
La secuencia obtenida del operón 1,3-PD fue el primer paso para proponer 
estrategias de ingeniería genética en las cepas nativas de Clostridium sp., por 
medio de la sobreexpresión de los genes contenidos en dicho operón (42) sin 
embargo, es fundamental continuar con estudios de caracterización molecular 
para obtener más información sobre las cepas, de manera que se puedan 
proponer diferentes alternativas de manipulación genética que permitan aumentar 
factores como productividad y rendimiento de 1,3-PD en medios con glicerina 
cruda como fuente de carbono. Con el presente trabajo se obtendrá evidencia 
sobre el tipo de regulación transcripcional del operón, de manera que se 
proponga la manipulación de los genes reguladores ó se puedan clonar para la 
construcción de vectores que se puedan emplear en la obtención de cepas 
recombinantes hiperproductoras. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
Predecir la función de los productos codificados por los genes dhaA y dhaS de 
una cepa nativa colombiana de Clostridium sp., utilizando herramientas 
bioinformáticas. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
Amplificar y secuenciar los genes dhaA y dhaS de una cepa nativa colombiana de 
Clostridium sp., mediante el diseño de iniciadores específicos. 
Caracterizar los genes aislados mediante la anotación de la secuencia 
nucleotídica obtenida. 
Predecir posibles funciones de las proteínas codificadas por los genes dhaA y 
dhaS por medio de estudios bioinformáticos. 
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4. METODOLOGÍA 
 
La metodología se diseñó teniendo en cuenta la similitud encontrada en el operón 
1,3-PD de la cepa Clostridium sp. IBUN 13A con C. butyricum. Como se 
demostró previamente que los genes estructurales del operón de las cepas 
nativas mostraban una organización similar a C. butyricum (42) se planteó la 
hipótesis de que los genes reguladores se encontraban dispuestos en la misma 
forma. Para corroborar esta hipótesis y definir la organización de los genes 
reguladores del operón 1,3-PD se utilizaron las secuencias anotadas de C. 
butyricum VPI 1718, con el fin de diseñar siete iniciadores específicos que 
permitieron la amplificación de cuatro fragmentos que cubrieron la región del 
genoma en la que se identificaron los genes putativos dhaS y dhaA.  
 
4.1 Amplificación y secuenciación de los genes dhaA y dhaS  
 
El diseño de los iniciadores específicos se realizó a partir de la secuencia de los 
genes reguladores de C. butyricum, de manera que se obtuvieran dos fragmentos 
sobrepuestos que incluyeran los genes putativos dhaS y dhaA de la cepa 
Clostridium sp. IBUN 13A obtenida del cepario del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Nacional (41). Como cepa control para obtención de DNA 
cromosomal se utilizó C. butyricum DSM 2478 y como control negativo se empleó 
C. acetobutylicum DSM 1732. (figura 4).  
 
Figura 4. Representación esquemática de la región Cromosomal corriente arriba del 
operón 1,3-PD de C. butyricum VPI1718 (GenBank Cód. Acc. AY112989.1), Clostridium 
sp. IBUN 13A (GenBank Cód. Acc. DQ 901408) y región aproximada a la que se 
dirigieron los 7 iniciadores diseñados. Se pueden observar las 4 regiones secuenciadas 
y la secuencia ensamblada de 2565pb, que abarca la región de los genes dhaS y dhaA. 
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Con el fin de obtener la secuencia corriente arriba del gen dhaS, se realizó un 
alineamiento de los primeros 200 nucleótidos de la secuencia de C. butyricum 
(GenBank Cód. Acc. AY112989.1) utilizando la herramienta BLASTN contra la 
base de datos de nucleótidos, excluyendo todos los organismos diferentes a C. 
butyricum. A partir de este alineamiento se identificó el gen dhaK3 (GenBank 
Cód. Acc. AY138581), ubicado corriente arriba del gen dhaS, de manera que se 
seleccionó la región intergénica de los genes dhaK3 y dhaS para diseñar el 
iniciador RGS1. 
El iniciador reverso RGS2 que permitió amplificar la región RGS (donde se 
encontraría el gen dhaS) y el iniciador derecho RGA3 para amplificar la región 
RGA (donde se encontraría el gen dhaA), se diseñaron a partir de la secuencia 
de los genes dhaS y dhaA de C. Butyricum (GenBank Cód. Acc. AY112989.1). La 
región corriente arriba del gen dhaB1 previamente secuenciada en la cepa 
Clostridium sp. IBUN 13A (GenBank Cód. Acc. DQ901408) fue utilizada para el 
diseño del iniciador reverso de la región RGA, nombrado RGA4 (figura 4).  
Debido a que las regiones amplificadas no mostraron la cobertura esperada y con 
el propósito de robustecer las secuencias obtenidas se decidió amplificar otras 
dos regiones del genoma, de manera que se obtuvieran cuatro secuencias 
sobrepuestas. Para obtener estas dos regiones adicionales se diseñaron los 
iniciadores RGS5 y RGA6 a partir de la secuencia de los genes dhaS y dhaA de 
C. Butyricum (GenBank Cód. Acc. AY112989.1) y a partir de la región corriente 
arriba del gen dhaB1 de Clostridium sp. IBUN 13A (GenBank Cód. Acc. 
DQ901408) se diseño el iniciador RGA7 (figura 4). 
Los parámetros de diseño utilizados para los iniciadores se describen en la tabla 
1 y se utilizó el programa Primer3 [http://frodo.wi.mit.edu/primer3/] con el fin de 
identificar las regiones de unión más adecuadas para el posterior diseño manual 
de los iniciadores. Algunos de los parámetros definidos se verificaron en el 
programa OligoAnalyzer 3.0 
[http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/], incluyendo la 
SRVLFLyQ H[DFWD VREUH ODV VHFXHQFLDV GH LQLFLR OD FRPSRVLFLyQ GHO H[WUHPR ¶
(terminación en G y/o C para evitar la liberación del extremo de la cadena molde - 
breathing) y la posibilidad de conformación de horquillas y homodímeros. 
También se determinó la posibilidad de formación de heterodímeros entre las 
parejas de iniciadores. 
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Parámetro Mínimo Optimo Máximo 
Tm (Û&) 49 55 58 
Longitud (nt) 18 20 25 
Contenido (G+C) 40% 50% 60% 
Poli-X (nt) 1 1 3 
Autocomplementaridad 0 nt 0 nt 6 nt 
 
Tabla 1. Parámetros de diseño de los iniciadores 
 
La activación de las cepas fue llevada a cabo siguiendo la metodología descrita 
por Montoya (41). Los organismos fueron cultivados bajo condiciones de estricta 
anaerobiosis a 37°C en medio TGY modificado (triptona, 16g/L; glucosa, 5 g/L, 
Extracto de levadura, 5g/L; NaCl, 5g/L; L-císteina 0.5g/L) complementado con 
resarzurina (0.05 mg/mL). 
El protocolo de obtención de ADN de la cepa Clostridium sp. IBUN13A para el 
aislamiento y amplificación de los genes dhaS y dhaA está basado en la 
metodología propuesta por Jaimes y Colaboradores (32), la cual también fue 
empleada con éxito para la secuenciación del operón 1,3-PD (42). El 
procedimiento contempló 
I. Siembra de 3.5mL de preinóculo previamente activado en viales de 40mL 
con medio TGY  
II. ,QFXEDFLyQGHORVYLDOHVDÛ&HQFRQGLFLRQHVGHDQDHURELRVLVKDVWD
obtener una DO 0.3 a 0.5. 
III. Centrifugación del cultivo a 5000 rpm durante 10 minutos 
IV. Lavado de las células con Buffer SSE y centrifugación a 5000 rpm durante 
5 minutos. 
V. Resuspensión de 500PL del pellet en 567PL de buffer TE (10 mM Tris HCl, 1 
mM EDTA). 
VI. Adición de SDS a una concentración final de 0.5% y proteinasa K a una 
concentración ILQDOGHȝJP/ 
VII. ,QFXEDFLyQGHODPH]FODDÛ&GXUDQWHK 
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VIII. Adición de 100 P/GH1D&O0\ȝ/GH&7$%EURPXURGH
FHWLOWULPHWLODPRQLRHLQFXEDFLyQGHOKRPRJHQL]DGRDÛ&GXUDQWH
minutos. 
IX. Adición de un volumen de cloroformo-isoamílico (24:1) y mezcla. 
X. Centrifugación a 12000 rpm durante 10 minutos y repetir de nuevo el 
proceso de extracción. 
XI. A la solución acuosa se le adiciona una solución de fenol-cloroformo-
isoamílico (25:24:1), se mezclan y centrifugan a 12000 rpm durante 10 
minutos. 
XII. Repetición de este procedimiento en tres ocasiones, descartando en cada 
etapa la solución de fenol-cloroformo-isoamílico. 
XIII. Se transfiere a un tubo estéril la fase acuosa y se adiciona ARNasa libre 
GH$'1DVDVDXQDFRQFHQWUDFLyQILQDOGHȝJȝ/\VHLQFXEDODPH]FODD
Û&GXUDQWHPLQXWRV 
XIV. Se adicionan dos volúmenes de isopropanol y se deja precipitar a -Û& 
durante dos horas. 
XV. Se recupera el ADN por centrifugación a 12000 rpm durante 10 minutos a 
Û& 
XVI. El ADN precipitado es lavado con un volumen de etanol absoluto pre 
enfriado y se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos. 
XVII. Este proceso de lavado es repetido en tres ocasiones con etanol 70% pre 
enfriado. 
XVIII. Tras dejar secar los residuos de sobrenadante, el pellet es secado a 
Û& durante 1 hora. 
XIX. 5HVXVSHQVLyQGHOSHOOHWHQȝ/GHEXIIHU7(\DOPDFHQDPLHQWRD-
Û& 
XX. Verificación de la calidad de DNA por electroforesis en gel de agarosa 
0.8%.  
Las reacciones de amplificación fueron realizadas en tubos de 100PL utilizando 
volúmenes finales de 25PL con las siguientes concentraciones: Iniciadores 
(Sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc), 0.25PM c/uno; Taq 
polimerasa (GoTaq®, Promega®) 0.07U/PL; MgCl2, 2 mM; dNTPs 200 PM c/uno, 
buffer de reacción 1X; DNA cromosomal, 50ng. 
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Se empleó un termociclador Multigene (Labnet International, Inc), programado 
con diferentes protocolos, de acuerdo a la pareja de iniciadores utilizada: 
RGS1-RGS2 
 
 
 
 
 
RGA3-RGA4 
 
 
 
 
 
RGS5-RGS2 
 
 
 
 
RGA6-RGA7 
 
 
 
1x 3¶ Û& 
30x 
¶¶ 
¶¶ 
¶¶ 
Û& 
59°C 
Û& 
1x ¶ Û& 
1x 3¶ Û& 
30x 
¶¶ 
¶¶ 
¶¶ 
Û& 
58°C 
Û& 
1x ¶ Û& 
1x 5¶ Û& 
30x 
¶¶ 
¶¶ 
¶¶ 
Û& 
59°C 
Û& 
1x ¶ Û& 
1x 5¶ Û& 
30x 
¶¶ 
¶¶ 
¶¶ 
Û& 
56°C 
Û& 
1x ¶ Û& 
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Los productos de amplificación obtenidos fueron confirmados por electroforesis 
convencional en geles de agarosa al 1,5% con TBE 0.5 X, utilizando un marcador 
GH WDPDxR PROHFXODU GH  D SE +\SHU/DGGHU ,I, Bioline®) y se 
YLVXDOL]DURQFRQ6\EU6DIH,QYLWURJHQ/DGLJLWDOL]DFLyQGHORVJHOHVVHOOHYy
a cabo con el programa Quantity One® utilizando un transiluminador Gel Doc®. 
Los fragmentos amplificados en concentraciones mínimas de 70ng/PL, fueron 
purificados y secuenciados por el método de extensión sencilla en Macrogen Inc. 
(Korea), utilizando los seis iniciadores empleados en la PCR. 
Las secuencias obtenidas a partir de los iniciadores reversos RGS2, RGA4 y 
RGA7 fueron editadas utilizando el programa BioEdit, con el fin de obtener la 
secuencia reversa-complementaria. La calidad de las siete secuencias obtenidas 
fue evaluada con el programa PHPH (66) 
[http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/] y las secuencias de mejor calidad 
se seleccionaron para ensamblarlas en el programa Cap3 (31) [http://pbil.univ-
lyon1.fr/cap3.php]. 
 
4.2 Anotación de los genes presentes en la región amplificada 
 
Tras el proceso de amplificación y ensamblaje de las secuencias se recurrió a 
diferentes aplicaciones bioinformáticas disponibles on-line con el fin de realizar la 
anotación de las secuencias obtenidas y la predicción bioinformática de las 
funciones de los genes identificados con el fin de establecer su rol fisiológico, 
como sistema regulador del operón 1,3-PD en la cepa nativa. 
Se realizó la búsqueda de marcos abiertos de lectura (ORFs) y sitios de unión a 
ribosomas (RBS) en la secuencia ensamblada, usando GeneMark.hmm 
PROKARYOTIC Versión 2.6r (11) 
[http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_prok.cgi]. El organismo 
modelo seleccionado para realizar la predicción fue Clostridium acetobutylicum. 
El programa BPROM 
[http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup
=gfindb] fue utilizado para encontrar las regiones -10 y -35 del promotor, 
seleccionando los nucleótidos inmediatamente corriente arriba de los codones de 
inicio predichos por el programa GeneMark. 
Se determinó la presencia de terminadores independientes de factor Rho con la 
aplicación Palíndrome de EMBOSS [http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-
bin/emboss/palindrome], utilizando los parámetros definidos por Lesnik (34) para 
este tipo de terminadores transcripcionales. La secuencia predicha en el 
programa Palíndrome, fue evaluada en el programa OligoAnalyzer 3.0 
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[http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/], con el fin de obtener 
una representación esquemática de la horquilla hipotética y su respectivo valor 'G. 
Se realizó una búsqueda de secuencias de nucleótidos homólogas en la base de 
datos GenBank utilizando las herramientas BLASTN y MEGABLAST, usando 
como entrada la secuencia ensamblada y restringiendo la búsqueda al taxón 
Bacteria. 
 
4.3 Predicción de funciones de las proteínas codificadas por los genes dhaS 
y dhaA 
 
Con el fin de determinar la naturaleza de las proteínas DhaS y DhaA, se recurrió 
a un análisis comparativo de las secuencias homologas a estas dos proteínas.  
Con la secuencia de aminoácidos predicha para los genes en el programa 
GeneMark, se realizó una búsqueda de secuencias proteicas homólogas en la 
base de datos Swiss-Prot utilizando la herramienta PSI-BLAST (3), con una 
restricción de búsqueda al taxón Bacteria y un umbral de inclusión en el E valor 
de 10-5, el proceso se repitió al menos dos veces para obtener convergencia (8). 
La segunda estrategia de búsqueda tuvo en cuenta los dominios encontrados en 
las aplicaciones SMART (56) [http://smart.embl-heidelberg.de/] y SCAN-
PROSITE (57) [http://expasy.org/tools/scanprosite/] para cada una de las 
proteínas. La búsqueda de proteínas homologas de acuerdo a los dominios 
encontrados, se realizó en la base de datos UniProt, haciendo un agrupamiento 
por clusters del 100%.  
Se procuró seleccionar proteínas caracterizadas y que agruparan el mayor 
número de secuencias por cluster. Las secuencias parciales y redundantes 
obtenidas en las dos búsquedas fueron depuradas hasta obtener una población 
de 35 secuencias completas, homologas con algún dominio presente en proteína 
DhaS (Tabla 4) y una población de 44 secuencias completas, homologas con 
algún dominio presente en la proteína DhaA (Tabla 5). Estas secuencias se 
clasificaron de acuerdo a la superfamilia a la cual pertenecían. Se incluyeron las 
secuencias AAM54726.1 y AAM54727.1 de C. butyricum como referencia.  
Los alineamientos múltiples fueron realizados utilizando el programa T-Coffe (44) 
[http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee/index.html], utilizando los parámetros por 
defecto. En forma manual se realizó la selección de las secuencias con las que 
se obtuvo un puntaje de alineamiento más alto y que permitieron identificar 
residuos conservados por cada superfamilia.  
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Los alineamientos de las secuencias proteicas obtenidos en el programa T-Coffe, 
fueron utilizados para determinar los residuos traza conservados, en el programa 
evolutionary trace server (35)     
[http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~jiye/evoltrace/evoltrace.html ]. 
La predicción de estructura secundaria se realizó en el programa PSIPRED 
[http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred]. 
Con el fin de determinar la posible localización celular de las proteínas DhaS y 
DhaA, se recurrió a la aplicación PSORTB (71) 
[http://www.psort.org/psortb/index.html], seleccionando predicción para proteínas 
de eubacteria Gram positiva. 
Para confirmar la predicción generada en PSORTB y encontrar regiones 
transmembranales se utilizaron los programas TMpred (30) 
[http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html] y TopPred (16) 
[http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?form=toppred]. 
 
4.4 Diagrama de flujo de la metodología desarrollada 
 
Las etapas principales de la metodología propuesta se representan en el 
siguiente diagrama de flujo: 
 
 5. RESULTADOS 
 
5.1 Amplificación y secuenciación de los genes dhaA y dhaS 
La secuencia de los iniciadores diseñados y los parámetros determinados para 
c/uno según el diseño descrito en la sección 3.1 se describen en las tablas 2 y 
3. 
 
Iniciador Secuencia (5´  3´) 
 
Región Blanco 
 
 RGS1 - D* 
 
GAGAAAGCAATAAATGCCTG 
 
Intergénica dhaK3-dhaS 
RGS2 - R TTTGCACTTTGTAACTCACC gen dhaA 
RGS5 - D ACTTCCAATAATGTCACTGG gen dhaS 
RGA3 - D GCGGAATAGGCATATCAAAGG gen dhaS 
RGA4 - R ATTTCTGTAGGCTGATGGTG dhaA 
RGA6 - D TGGAATTATTGCTCTTATCC gen dhaA 
RGA7 - R CTCCAATCACATTCTTACTTGG Intergénica dhaA-dhaB1 
*D-Derecho, R-Reverso 
Tabla 2. Secuencia de los iniciadores diseñados. 
 
Las reacciones de PCR con las cuatro parejas de iniciadores permitieron la 
amplificación de cuatro fragmentos que se sobreponían cubriendo una región 
de 2633pb corriente arriba del operón 1,3-PD de la cepa Clostridium sp. IBUN 
13A. La pareja de iniciadores RSG1 y RGS2 amplificaron un fragmento de 
1463pb y la pareja de RGA3 y RGA4 amplificaron un fragmento de 1237pb 
(Figura 5). La pareja de iniciadores RSG2 y RGS5 amplificaron un fragmento 
de 909pb y la pareja de RGA6 y RGA7 amplificaron un fragmento de 963pb 
(Figura 6). 
El programa PHPH mostró alta calidad de las siete secuencias obtenidas 
(Anexo 1), por lo cual en el programa Cap3 se logró ensamblar un contig de 
2565pb en el que no se observó ninguna discrepancia (Anexo 2). 
 Parámetro RGS1 RGS2 RGS5 RGA3 RGA4 RGA6 RGA7 
 
Contenido %(G+C) 
 
40 
 
40 
 
40 
 
47.6 
 
45 
 
35 
 
40.9 
Poli-X (nt) 
5HSHWLFLRQHVQW AAA(2) TTT(2) 0 AAA TTT 0 0 
T
m
 Û& Û& Û& Û& Û& Û& Û& 51.3Û& 
Longitud (nt) 20 20 20 21 20 20 22 
7HUPLQDFLyQ¶&y* G CC GG GG G CC GG 
Autocomplementaridad 
(Hairpin) 3 pb 2 pb 3 pb 2 pb 1 pb 3 pb 4 pb 
Long Homodímeros <6nt 3 nt 4 nt 3 nt 4 nt  2 nt  4 nt 4 nt 
Similitud BlastN  e val=0,048 e val=0,048 e val=0,052 e val=0,018 e val=0,048 e val=0,052 e val=0,005 
Posición en Cepa Control 4857 (AY 138581) 
1440 
(AY 112989.1) 
532 
(AY 112989.1) 
1122 
(AY 112989.1) 
13 
(DQ 901408) 
1719 
(AY 112989.1) 
333 
(DQ 901408) 
Heterodímeros 
 
4 nt  4 nt 4 nt 
 3 nt  
 
Tabla 3. Parámetros establecidos para cada iniciador diseñado. 
  
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos de PCR. Pozo 1, fragmento 
RGA3-RGA4 (1237pb) amplificado en Clostridium sp. IBUN 13A; Pozo 2, pareja RGA3-RGA4 
con DNA de C. acetobutylicum; Pozo 3, Control de reactivos; Pozo 4 fragmento RGS1-RGS2 
(1463pb) amplificado en Clostridium sp. IBUN 13A; Pozo 5, pareja RGS1-RGS2 con DNA de C. 
acetobutylicum; Pozo 6, Control de reactivos; M, marcador de tamaño molecular 
+\SHU/DGGHU,,%LROLQH®) 
 
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos de PCR. Pozo 1, fragmento 
RGA6-RGA7 (963pb) amplificado en Clostridium sp. IBUN 13A; Pozo 2, fragmento RGS5-
RGS2 (909pb) amplificado en Clostridium sp. IBUN 13A; Pozo 3 pareja RGA6-RGA7 con DNA 
de C. acetobutylicum; Pozo 4, Control de reactivos; Pozo 5, pareja RGS5-RGS2 con DNA de C. 
acetobutylicum; Pozo 6, Control de reactivos; M, marcador de tamaño molecular 
+\SHU/DGGHU,,%LROLQe®) 
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5.2 Anotación de los genes presentes en la región amplificada 
En la secuencia ensamblada de 2565pb se encontraron dos marcos abiertos de 
lectura nombrados dhaS y dhaA de acuerdo a la designación realizada por 
Raynaud y colaboradores en C. butyricum (51). El primer ORF identificado 
como dhaS consta de 1218pb (desde 79 a 1296) y codifica una proteína de 405 
aminoácidos (Anexo 3). Corriente arriba del codón de inicio se ubicaron los 
potenciales sitios del promotor -35 (5´-TTCATA-3´) y -10 (5´-TAAAAT-3´) con 
una probabilidad de inicio de la transcripción en la posición 38 (Anexo 4). Los 
programas utilizados no permitieron la predicción de un sitio de unión a 
ribosoma (RBS), motivo por el cual se propuso la secuencia GATGAA como 
sitio putativo, sin embargo este sitio no se ha predicho en otras especies de 
Clostridium sp y se encuentra ubicado a tan solo dos nucleótidos del codón de 
inicio. Para este gen no se identificó ninguna secuencia con probabilidad de 
conformar un típico terminador transcripcional rho-independiente. A 9 pb del 
codón de parada del gen dhaS se ubica el codón de inicio del gen dhaA que 
consta de 1056pb (desde 1306 a 2361). Los programas no identificaron RBS 
sin embargo, la secuencia consenso AGGAAG se pudo localizar 5pb corriente 
arriba del inicio del gen. La predicción de una posible horquilla que se formaría 
entre los nucleótidos 2360 a 2409, con un valor 'G calculado de -3.03 
Kcal/mol, así como la reducida distancia de la región intergénica son datos que 
sugieren que los genes dhaS y dhaA se encuentran organizados en un operón 
(figura 7). 
La búsqueda de regiones homologas en las bases de datos de nucleótidos 
reveló una similitud del 98% con la secuencia de C. butyricum VPI1718 (los 
nucleótidos disímiles se encuentran en la región no codificante) y similitud 
menor al 81% con algunos genomas secuenciados de diferentes especies de 
Clostridiales (Anexo 4). La secuencia obtenida fue subida a la base de datos 
GenBank como actualización de la secuencia de Clostridium sp. IBUN 13A con 
Cód. Acc. DQ 901408 (Anexo 6). 
 
5.3 Predicción bioinformática de funciones 
De acuerdo con la predicción realizada en GenMark, el gen dhaS codifica una 
proteína de 405 aminoácidos y el gen dhaA codifica una proteína de 351 
aminoácidos. La búsqueda de proteínas homólogas a estas dos secuencias 
polipeptídicas predichas, reveló una organización modular de las proteínas 
DhaS y DhaA.  
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Figura 7 A. Anotación de los genes dhaS y dhaA. Resaltadas en azul y violeta las cajas putativas -35 y -10, 
respectivamente. En letra capital el sitio de inicio de la transcripción. Enmarcados en naranja los sitios RBS. Se indican 
en color verde los codones de inicio y en rojo los de parada. Subrayado el terminador independiente de factor-rho. B. 
Representación gráfica del terminador transcripcional determinado en la aplicación Palindrome, según el modelo 
propuesto por Lesnik y colaboradores (34). La horquilla se predijo en el programa OligoAnalyzer 3.0 (Imagen editada 
de Stewart y Zuker, Washington University 2010).  
 
La presencia de los dominios Sensor histidin-quinasa (región N-terminal 
primeros 179 aminoácidos), histidin-quinasa (región C-terminal aminoácidos 
205 a 287) y HATPasa (región C-terminal últimos 110 aminoácidos) en la 
secuencia DhaS corrobora la hipótesis de que esta proteína corresponde a la 
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histidin-quinasa sensora, característica de un sistema de dos componentes. El 
programa PSI-BLAST reveló una similitud del 55% de la región N-terminal con 
la superfamilia de proteínas reguladoras PocR. En la secuencia DhaA se 
identifican los dominios REC ± Regulador de respuesta ± (región N-terminal 
primeros 118 aminoácidos) y Dominio de unión a DNA HTH tipo AraC (región 
C-terminal aminoácidos 247 a 345), propios de la proteína reguladora de 
respuesta de dos componentes (Anexo 5).  
Las 34 secuencias homólogas a la proteína DhaS se clasificaron en homólogas 
de la superfamilia PocR y de la superfamilia histidin-quinasas (Tabla 4) y las 44 
secuencias homólogas a la proteína DhaA se clasificaron en homólogas de la 
superfamilia REC y de la superfamilia HTH_AraC (Tabla 5). Debido a la 
heterogeneidad de la población, por medio de alineamientos múltiples 
sucesivos se depuraron las 79 secuencias hasta obtener las secuencias con 
motivos similares en cada superfamilia (His-quinasas, 15 (Figura 8); REC, 24 
(Figura 9) y HTH_AraC, 12 (Figura 10)). Teniendo en cuenta que la mayoría de 
secuencias seleccionadas provenían de Clusters, el alineamiento incluyó 125, 
566 y 191 secuencias individuales para las respectivos superfamilias 
identificadas. No se realizó alineamiento múltiple de las secuencias con el 
dominio PocR, por el reducido número de secuencias homólogas encontradas.  
La predicción de estructuras secundarias permitió la identificación de patrones 
característicos de los dominios encontrados en las proteínas DhaS y DhaA. 
(Anexo 7) 
i. DhaS Dominio sensor de histidin-quinasa  
La similitud del dominio histidin-quinasa sensor DhaS, con los dominios PAS y 
GAF, derivada de su homología con la proteína PocR, se pudo evidenciar en la 
estructura secundaria. Se identificaron los pliegues entre estructuras DE en 
los que se encuentran tres residuos Cisteína altamente conservados (Cys-51, 
Cys-64 y Cys-86) que conformarían el interior de la superficie de contacto con 
el ligando (5) (figura 11).  
 
ii. DhaS Dominio histidin-quinasa catalítico 
En la estructura secundaria de la histidin-quinasa, la caja de homología H 
revela la ubicación típica de la lisina fosforilable (Lys-216) (histidina en la 
mayoría de HQs) en una D±hélice, dentro de dos hélices separadas por un 
pliegue (29). 
 Tabla 4. Secuencias homólogas a la proteína DhaS 
 
Código Nombre Microorganismo Cluster 
 
SECUENCIAS HOMÓLOGAS A LA SUPERFAMILIA POCR  
Q05587.2 PocR Salmonella typhimurium 8 
D2P159 PocR Listeria monocytogenes 7 
B7NC30 Transcriptional regulator: propanediol utilization Escherichia coli 4 
  
SECUENCIAS HOMÓLOGAS A LA SUPERFAMILIA HISTIDIN-QUINASA  
O31516.1 YesM Bacillus subtilis - 
C1HQL6 Histidine kinase Escherichia coli 4 
B0K3C6 Histidine kinase Thermoanaerobacter sp. 4 
P94513.1 LytS Bacillus Subtilis - 
Q4A009.1 LytS Staphylococcus saprophyticus - 
Q4L8V3. LytS Staphylococcus haemolyticus - 
Q81JL2 * LytS Bacillus anthracis 9 
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Q814J0.1 LytS Bacillus cereus - 
Q82Z75* LytS Enterococcus faecalis 4 
Q53705* LytS Staphylococcus aureus 36 
Q8E7H4* LytS Streptococcus agalactiae 7 
P0AA94* YpdA Escherichia coli 43 
C3NWE4 Autolysin sensor kinase Vibrio cholerae 11 
A1UV04 Histidine kinase Burkholderia mallei 7 
A9R5L7 Sensor histidine kinase Yersinia pestis 18 
Q0TNM2 Sensor histidine kinase Clostridium perfringens 6 
D1JYM2 Two-component system sensor Bacteroides sp. 4 
B5XP86 Sensor histidine kinase Klebsiella sp. 4 
B0U2X0 Two-component system sensor protein Xylella fastidiosa 3 
P58363* ArcB Escherichia coli 13 
P0AE84* Sensor protein CpxA Escherichia coli 53 
A7WWQ7* Sensor protein kinase WalK Staphylococcus aureus 38 
Q57QC4* Virulence sensor histidine kinase PhoQ Salmonella enterica 25 
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P0A4I6* Sensor protein CiaH Streptococcus pneumoniae 22 
P0A5Z9* Sensor-type histidine kinase PrrB Mycobacterium tuberculosis 16 
P09384* CheA Salmonella typhimurium 8 
B1QUC8 Two-component sensor histidine kinase Clostridium butyricum 2 
Q48768* CheA Listeria monocytogenes 6 
P33639* Sensor protein PilS Pseudomonas aeruginosa 5 
A5I0M8 Sensor histidine kinase Clostridium botulinum 4 
C7T955 Sensor transduction histidine kinase Lactobacillus rhamnosus 4 
C2GVB6 Histidine kinase sensor Bifidobacterium longum 4 
* Proteínas caracterizadas Proteínas seleccionadas para el AMS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabla 5. Secuencias homólogas a la proteína DhaA 
 
Código Nombre Microorganismo Cluster 
HOMÓLOGAS A LA SUPERFAMILIA REC 
O31517.1 YesN Bacillus subtilis - 
Q4L8V4.1 LytR Staphylococcus haemolyticus - 
P0AE68* CheY Escherichia coli 49 
P0AA18* OmpR Escherichia coli 100 
P0A9Q3 ArcA Escherichia coli 66 
Q2G2G2* Response regulator SaeR Staphylococcus aureus 57 
B2SB45* Polar-differentiation RR DivK Brucella abortus 37 
P0A2D6* CheY Salmonella typhimurium 32 
P60611* LytR Staphylococcus aureus 30 
P0A4H8* Transcriptional regulatory CiaR Streptococcus pneumoniae 27 
A4TIX9 Two-component regulatory system Yersinia pestis 25 
C4KXK1 CheY Burkholderia pseudomallei 25 
C3M734 CheY Vibrio cholerae 24 
Q81JL3 LytT Bacillus anthracis 23 
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A9M2D6 Two-component system regulator Neisseria sp. 20 
P95193* Transcriptional regulatory protein DevR Mycobacterium tuberculosis 19 
P0A4H6* CheY Listeria monocytogenes 16 
Q06239* Regulatory protein VanR Enterococcus faecalis 13 
A0Q7W8 Two-component response regulator Francisella tularensis 12 
A3M2P4 Two-component regulatory activator OmpR Acinetobacter sp. 11 
A5I5I CheY Clostridium botulinum 10 
P44845* Nitrate/nitrite response regulator Haemophilus influenzae 9 
B0RXW Two-component system regulatory protein Xanthomonas sp. 9 
P71403 CheY Helicobacter pylori 8 
B1QYY4 Two-component response regulator Clostridium butyricum 2 
A0PYZ2 Two-component response regulator Clostridium novyi - 
Q97KQ2 Two-component response regulator Clostridium acetobutylicum 
 
- 
P29369 Glycerol metabolism activator AgmR Pseudomonas aeruginosa 5 
P0ACZ6* Positive transcription regulator EvgA Escherichia coli 60 
B1BNB8 DNA-binding response regulator Clostridium perfringens 5 
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HOMÓLOGAS A LA SUPERFAMILIA HTH_ARAC 
A4WG91.1 Transcriptional activator RhaS Enterobacter sp. - 
B5FPP5.1 Transcriptional activator RhaS Salmonella enterica - 
P07642.1* AraC Erwinia chrysanthemi - 
P0A9E1.1* AraC Escherichia coli - 
P0A9E4* Regulatory protein SoxS Escherichia coli 60 
P63202* Transcriptional regulator GadW Escherichia coli 28 
Q56143* Regulatory protein SoxS Salmonella typhimurium 27 
Q1C0W2* Transcriptional activator RhaR Yersinia pestis 21 
P68913* Transcriptional regulator Rv1395 Mycobacterium tuberculosis 16 
B5QWY5* RhaR Salmonella sp. 13 
P45008* Transcriptional regulator HI1052 Haemophilus influenzae 8 
Q48413* Transcriptional activator RamA Klebsiella pneumonia 7 
P0A2S7* Transcriptional regulator MxiE Shigella sp. 5 
P72171* Ornithine utilization regulator Pseudomonas aeruginosa 
 
4 
* Proteínas caracterizadas Proteínas seleccionadas para el AMS 
        
Figura 8. Predicción de función de la proteína codificada por el gen dhaS, basada en análisis comparativo. A. Dominios encontrados en la aplicación SMART. 
La homología con la superfamilia PocR en el dominio Sensor his_quinasa se determinó en PSI-BLAST. Sobre el dominio histidin-quinasa se indican los 
motivos encontrados H-X-N-G1-G2 (también señalados debajo de la secuencia consenso). B. Alineamiento múltiple del dominio conservado en la proteína 
DhaS generado por el programa T-Coffe, después de una depuración de las secuencias preseleccionadas. Las secuencias están denotadas de acuerdo al 
nombre encontrado en las bases de datos y la especie (Tabla 4). La estructura secundaria predicha en Psi-Pred se muestra sobre el alineamiento. En la 
secuencia consenso se usa la nomenclatura de aminoácidos definida por Grebe y Stock (28), hidrofóbicos (h$/,&90<)µ\¶ indica cualquier residuo similar 
estructuralmente: H, F o Y. C. Determinación de los residuos funcionalmente importantes en el ETS server. Los recuadros azules indican los residuos traza 
determinados como más importantes para las histidin-quinasas de este grupo. 
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Figura 9. Predicción de función de la proteína codificada por el gen dhaA, basada en análisis comparativo. A. Dominios encontrados en la aplicación SMART. 
B. Alineamientos múltiples del dominio conservado regulador de respuesta (REC) en la proteína DhaS, generados por el programa T-Coffe, después de una 
depuración de las secuencias preseleccionadas. Las secuencias están denotadas de acuerdo al nombre encontrado en las bases de datos y la especie 
(Tabla 5). Las estructuras secundarias predichas en Psi-Pred se muestran sobre los alineamientos. Los residuos señalados en la secuencia consenso son 
los descritos por Stock y Da Re (60) C. Determinación de los residuos funcionalmente importantes en el ETS server. Los recuadros azules indican los 
residuos traza determinados como más importantes para las proteínas reguladoras de respuesta con dominio HTH. 
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Figura 10. Predicción de función de la proteína codificada por el gen dhaA, basada en análisis comparativo. A. Dominios encontrados en la aplicación 
SMART. B. Alineamientos múltiples del dominio conservado HTH_AraC de la proteína DhaS, generados por el programa T-Coffe, después de una 
depuración de las secuencias preseleccionadas. Las secuencias están denotadas de acuerdo al nombre encontrado en las bases de datos y la especie 
(Tabla 5). Las estructuras secundarias predichas en Psi-Pred se muestran sobre los alineamientos. Los residuos señalados en la secuencia consenso son 
los descritos por Gallegos y colaboradores (22) C. Determinación de los residuos funcionalmente importantes en el ETS server. Los recuadros azules indican 
los residuos traza determinados como más importantes para las proteínas reguladoras de respuesta con dominio HTH. 
  
Figura 11. Comparación de la estructura secundaria de DhaA obtenida en Psi-Pred, con un 
alineamiento múltiple realizado a más de 40 proteínas de la familia PocR. A. Predicción de 
estructura secundaria y secuencia consenso realizada por Anantharaman y Aravind (5). B. 
Estructura secundaria y residuos de Dha, en verde se subraya el residuo conservado y en 
recuadros rojos se identifican las tres cisteínas del core catalítico. 
 
Los dominios catalíticos (his-quinasa y HTATPasa) ubicados después del residuo 
205, muestran siete D-hélices y seis láminas Ea diferencia de la estructura 
característica de ocho D-hélices y seis láminas E (21). Sin embargo la región 
circundante al motivo G2, muestra una organización similar a la descrita como 
bolsillo de unión al ATP, conformada por cuatro láminas Ey tres 
hélicesDubicándose los residuos de la caja G2 en el pliegue D2/D3 como esta 
descrito en la literatura (70). 
iii. DhaA Dominio REC 
En el dominio receptor de la reguladora de respuesta DhaA se identifican cinco 
residuos conservados Asp-8, Asp-9 (Ubicado en el primer pliegue ED), Asp -55, Lys 
103 y Tir-100. Sin embargo no se observa el residuo Thr (Ile-83) importante en la 
propagación del cambio conformacional tras la fosforilación por parte de la histidina-
quinasa (70).  
iv. DhaA Dominio HTH_AraC 
En el dominio HTH de unión a DNA, se pudo observar la presencia de la triada Gly-
residuo hidrofóbico-residuo pequeño (7), ubicada en el pliegue D2/D3 (Gly-320,Tyr-
321, Asp-322) y los residuos hidrofóbicos Ala-301 en D1 y Fen-331 en D3.  
 
El programa PsortB predijo por similitud con el precursor de la proteína 
transmembranal YehU de E. coli (SCL-BLAST+) que la proteína DhaS se ubicaba en 
la membrana citoplasmática (Anexo 8). Sin embargo, en los programas TMpred y 
TopPred, se encontró que la mayor probabilidad de ubicación celular de la proteína 
histidin-quinasa DhaS es citoplasmática, sin aparentes regiones de asociación a 
membrana. En todas las aplicaciones se dedujo una ubicación citoplasmática de la 
proteína reguladora de respuesta DhaA. 
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6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
La tesis desarrollada propuso el estudio bioinformático de los genes dhaA y dhaS, 
propuestos como principales genes reguladores de la ruta metabólica reductiva del 
glicerol en la cepa Clostridium sp. IBUN 13A. El conocimiento de los factores 
genéticos involucrados en la producción del 1,3-PD, aportará información que 
permita explicar muchos de los fenómenos experimentales observados durante las 
fermentaciones y proporcionará información relevante para desarrollar estrategias de 
ingeniería genética que permitan una mayor producción de este diol, de manera que 
se pueda alcanzar un rendimiento competitivo frente a las cepas recombinantes 
empleadas en la industria mundial 
 
En la cepa nativa colombiana Clostridium sp. IBUN 13A, la caracterización del 
operón 1,3-PD permitió identificar una organización genética similar a C. butyricum 
(42), sin embargo no se habían identificado sus genes reguladores. El primer estudio 
de caracterización de los genes implicados en el metabolismo anaeróbico del 
glicerol, permitió conocer la organización del regulón dha presente en diferentes 
microorganismos capaces de utilizar glicerol como fuente de carbono (62). Aunque 
se demostró heterogeneidad en la organización de los genes, inclusive dentro de 
organismos del mismo género, se determinó un sistema global de regulación 
transcripcional, controlado por proteínas reguladoras de respuesta, similares a la 
codificada por el gen dhaR (17). La característica distintiva de los Clostridios fue la 
organización de este regulador en un sistema de dos componentes, como se 
demostró en la caracterización del operón 1,3-PD de C. butyricum (51) y con el 
objetivo de postular el rol fisiológico de los genes reguladores del operón en la cepa 
nativa, en este estudio se secuenció la región cromosomal corriente arriba del 
operón para determinar mediante análisis bioinformáticos, su mecanismo putativo de 
regulación. 
 
6.1 Amplificación y secuenciación de los genes dhaA y dhaS 
Para obtener la región del cromosoma en la que se identificaran los genes dhaS y 
dhaA, se desarrolló una estrategia de PCR mediante protocolos de amplificación que 
se estandarizaron de manera relativamente sencilla, debido a que se obtuvo un DNA 
cromosomal de buena calidad y en alta concentración. Además en el diseño de los 
iniciadores se procuró que los oligonucleótidos cumplieran con los parámetros 
establecidos, para que fueran específicos y no presentaran dificultades en la 
realización de las PCRs. El %GC fue el parámetro más difícil de obtener en los 
iniciadores debido a que como se determinó posteriormente en la anotación de las 
secuencias, el %GC de la región amplificada fue de 23.78%. Por este motivo para el 
iniciador RGA6, no se pudo cumplir con el 40% como valor mínimo de GC, pero no 
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se presentó inconveniente en la PCR que permitió la amplificación del fragmento de 
963pb (figura 6 - pozo1). 
La calidad de las bandas amplificadas en las PCRs permitió obtener buena calidad 
de las secuencias obtenidas, ya que de los 2705pb que se amplificaron en cuatro 
fragmentos, se logró ensamblar un contig de 2565pb (94.8%) para realizar la 
anotación. Para el ensamble se seleccionaron los nucleótidos con un puntaje mayor 
a 30ptos según el programa PHPH con excepción de la secuencia obtenida con el 
iniciador RGS1, para la cual se observó el electroferograma y se seleccionaron 14 
nucleótidos con puntajes inferiores, debido a que no se observaron picos 
contradictorios y estos nucleótidos iníciales eran importantes para obtener la 
secuencia completa de la región que contenía el promotor del primer gen. 
 
6.2 Anotación de los genes 
Los genes secuenciados en este trabajo y denominados previamente como dhaS y 
dhaA probablemente constituyen un operón, debido a la identificación de una región 
promotora corriente arriba del primer gen (dhaS), la reducida distancia (solo 9pb) 
que los separa en la misma cadena de DNA y un único terminador transcripcional 
independiente de factor-rho corriente abajo de los dos genes, primera evidencia que 
corroboró la expresión de un sistema de dos componentes, caracterizados porque 
sus genes estructurales están organizados en operones (38).  
Las regiones del promotor -10 y -35 encontradas utilizando el programa Bprom, son 
homólogas a las regiones propias de los promotores reconocidos por el factor VA 
(TTGACA y TATAAT), principal factor asociado con la expresión de todos los genes 
constitutivos (59), por lo que se deduce que las proteínas codificadas DhaS y DhaA 
son expresadas durante el crecimiento de la cepa nativa, hallazgo consistente con el 
planteamiento de que corresponden a un sistema de dos componentes. 
 
La razón por la cual esta región del cromosoma presenta un porcentaje de similitud 
del 98% con la misma región de C. butyricum, confirma que esta especie es la más 
cercana a la cepa Clostridium sp. IBUN 13A como se ha postulado en estudios 
previos (32,40) y se podría especular un evento ancestral de transferencia horizontal 
del operón 1,3-PD y sus genes reguladores, pues se ha propuesto que los sistemas 
de regulación transcripcional por dos componentes se diversificaron en organismos 
procarióticos debido a sucesos duplicación de genes (29).  
 
No es extraño que la regulación del metabolismo del glicerol en esta cepa este 
controlada por un sistema de dos componentes, a diferencia de Klebsiella 
pneumoniae ó Citrobacter freundii (62), pues la secuenciación de genomas 
completos de Clostridios ha revelado que las regiones codificantes para proteínas 
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del sistema de transducción de señales en dos componentes son frecuentes (15), 
esto se pudo evidenciar en la salida de BlastN para la región secuenciada, que 
reveló similitud con regiones genómicas de diferentes especies de Clostridios, y que 
correspondían en su mayoría a proteínas reguladoras de dos componentes 
putativas.  
 
6.3 Función de las proteínas DhaS y DhaA 
  
La identificación de los genes putativamente involucrados en la regulación del 
operón 1,3-PD de la cepa nativa, fue el primer acercamiento metodológico para 
elucidar los mecanismos de regulación del metabolismo del glicerol. Con la 
predicción bioinformática de funciones, se obtuvo evidencia que corroboró que estos 
dos genes codifican para un sistema de dos componentes mediante el estudio 
comparativo de las secuencias predichas. 
 
La búsqueda de proteínas homólogas a las predichas proteínas DhaS y DhaA, 
reveló la existencia de dominios propios de los sistemas de transducción de señales 
por dos componentes. Debido a que no existe información funcional obtenida por 
datos experimentales, se realizó la anotación de las proteínas basados en la 
composición por dominios y no en la similitud de las secuencias con un único grupo 
de proteínas, como lo sugiere Galperin (24). Los dominios encontrados se organizan 
en la típica conformación modular, muy común en proteínas transductoras de 
señales, que presentan dominios conservados versátiles ensamblados en unidades 
proteicas compactas, permitiendo una adaptación a las necesidades específicas de 
cada sistema individual ó cluster de organismos (23,70). Esta tendencia sigue el 
principio Lego, según el cual casi cualquier fusión modular puede presentarse pero 
sólo algunas se conservan en los procesos evolutivos (24), lo que representa una 
ventaja en cuanto a la capacidad de los microorganismos para responder a los 
estímulos del medio ambiente, por medio de este sistema de transducción de 
señales.  
 
6.3.1 Dominio sensor DhaS 
 
La información obtenida a partir de la búsqueda de dominios en la proteína DhaS 
tiene una gran implicación sobre la función asignada al sistema regulador, debido a 
que con la identificación del dominio sensor fue posible postular el factor ambiental 
que estimularía la transcripción de los genes regulados, además de proponer la 
ubicación celular de esta proteína histidin-quinasa.  
La asignación funcional para el dominio sensor de histidin-quinasa DhaS, implicó la 
depuración de múltiples secuencias debido a que existe una pequeña región de 
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homología con las proteínas de la familia PocR, caracterizadas por la presencia de 
un dominio regulador de respuesta, relativamente muy conservado. Esto generó que 
en la búsqueda de bases de datos se obtuvieran secuencias de proteínas no-
homólogas que compartían únicamente el dominio regulador, situación que es 
normalmente observada en los análisis de secuencias con este tipo de dominios 
promiscuos (23). Debido a la eliminación de secuencias irrelevantes no se realizó 
alineamiento múltiple, además, se debe tener en cuenta que no existe una 
clasificación generalizada para todas las proteínas reguladores de respuesta con la 
cual comparar los dominios N-terminales, debido a que varían ampliamente en 
secuencia, topología, composición y organización de los dominios (38). 
 
Los residuos similares de la histidin-quinasa sensora DhaS con las proteínas de la 
familia PocR, se ubican en la región receptora de señales. Esta región esta 
relacionada con los dominios PAS y GAF, los dominios más comunes de 
señalización citoplasmáticos, caracterizados por la presencia de una región que 
DGRSWDXQDFRQIRUPDFLyQGH µEROVLOOR¶ SDUDXQLyQD OLJDQGRVHQ OD FXDO VHSXHGHQ
acomodar una gran variedad de pequeñas moléculas (23). La identificación de una 
estructura secundaria similar a PocR, con la presencia de los tres residuos 
conservados cisteína y la predicción de ubicación citoplasmática, confirman la 
similitud del dominio sensor de DhaS con estos dos dominios.  
 
Como las aplicaciones Smart y ScanProsite no determinaron regiones 
transmembranales evidentes, se realizó una confirmación para identificar hélices 
transmembranales en la proteína DhaS, debido a la ambigüedad observada con la 
predicción arrojada por el programa PsortB. Aunque existe una región hidrofóbica 
entre los residuos 84 -105 (Anexo 8), según la estructura secundaría no se observan D-hélices en esta región. Por este motivo y conforme con la predicción realizada en 
Toppred, se descartó la posibilidad de que esta histidin-quinasa tenga una ubicación 
transmembranal. La hipotética ubicación citoplasmática de la proteína DhaS, permite 
proponer su función como sensora de solutos citoplasmáticos, haciendo parte de las 
Hisquin solubles, que representan solo la quinta parte de esta clase de proteínas 
sensoras (38). 
De acuerdo a las predicciones realizadas, el dominio PocR se une a ligandos 
intracelulares, induciendo un cambio conformacional que es transmitido a un dominio 
transductor de señales catalítico, como el dominio histidin-quinasa (5). 
Experimentalmente se ha comprobado que la actividad de la proteína PocR es 
regulada in vitro, por moléculas de 1,2-propanodiol (52). De acuerdo a esta 
evidencia se ha propuesto que PocR reconocería derivados de hidrocarburos como 
el 1,2-propanodiol ó el acetato y por lo tanto tendría un rol en la detección de 
sustratos requeridos para el crecimiento microbiano (5). Debido a su importancia 
sobre la regulación transcripcional del operón 1,3-PD, es probable que la histidin-
quinasa sensora DhaS, detecte en el citoplasma la presencia de glicerol como 
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sustrato y active la transcripción del promotor, transmitiendo la señal a través de la 
reguladora de respuesta DhaA. La regulación en la toma de nutrientes y su 
metabolismo por sistemas de dos componentes es frecuente y se ha encontrado 
evidencia que las sensoras pueden estar acopladas con proteínas de transporte que 
actúan como co-sensores y translocan los sustratos a través de la membrana (65), 
en Clostridium sp. IBUN 13A la histidin-quinasa DhaS podría estar acoplada al 
facilitador de transporte del glicerol GlpF, debido a su posible ubicación 
citoplasmática.  
 
Como se demostró en la caracterización del operón de C. butyricum, la presencia de 
transcritos del operón 1,3-PD en cultivos con glicerol como fuente de carbono (51), 
proporciona evidencia que revela la incidencia del glicerol sobre la transcripción del 
operón, sin que haya un aparente control negativo alternativo del tipo represión por 
catabolito, en presencia de otros sustratos como la glucosa. Sin embargo, no se 
encontraron en las bases de datos estructuras cristalográficas de proteínas 
homólogas a la proteína PocR, por lo cual no fue posible la predicción in silico de 
interacciones entre este receptor y la molécula de glicerol como ligando. Futuros 
estudios deben determinar experimentalmente si diferentes ligandos del tipo glicerol 
ó 1,2-propanodiol, generan un cambio conformacional en PocR ó el dominio sensor 
de la histidin-quinasa de C. butyricum.  
  
6.3.2 Dominio histidin-quinasa DhaS 
 
La comparación de secuencias pertenecientes a dominios catalíticos de proteínas 
histidin-quinasas reveló un hallazgo muy importante, ya que en la proteína DhaS se 
observó la sustitución del residuo canónico histidina por lisina. Esta sustitución no es 
tan inusual si se tiene en cuenta que hay diferentes proteínas homólogas en 
bacterias en las que el residuo fosforilado no es una histidina (21), sin embargo en la 
revisión solo se identificaron dos proteínas en las que una arginina sustituía a la 
histidina. Se deben estudiar las diferencias termodinámicas en la transferencia del 
grupo fosforil a partir de la lisina fosforilada al aspártico de la reguladora de 
respuesta, puesto que el enlace fosfoimidazol de la histidina fosforilada parece ser 
químicamente ideal para esta reacción (70). 
 
El dominio catalítico de la histidin-quinasa DhaS corresponde a una HQ de clase I, 
que se agrupó dentro de la subfamilia 8 de HQs según la clasificación de Grebe y 
Stock (28). En el alineamiento también se pudieron identificar los motivos 
compartidos por estas quinasas, un residuo prolina ubicado antes de la histidina 
fosfo-aceptora y una fenilalanina después, así como la ausencia de la caja de 
homología F. Es interesante que la lisina pueda ser fosforilada para transferir el 
grupo fosfato a la reguladora de respuesta, haciendo que el residuo histidina sea 
prescindible por otro residuo, como se puede observar en el estudio de trazas 
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conservadas (ETS), en el que parecen tener mayor conservación la P y F que 
rodean este residuo porque quizás cumplen un papel importante en la interacción 
entre el ATP y el residuo fosforilable.  
 
En las cajas de homología G, el análisis de trazas no muestra residuos glicina como 
los más conservados, este motivo tiene un papel importante en la fosfotransferencia 
(28), por lo cual los residuos ácidos arginina y aspártico podrían tener una 
interacción más directa con el nucleótido de adenosín fosfato. Aunque los residuos 
ubicados en la caja X no están tan conservados como en las otras cajas, ya que este 
motivo cumple un papel estructural (28), en el alineamiento se pudieron identificar 
tres residuos traza, dentro de la familia de las histidin quinasas del grupo 8, (Arg-
249, Glu-264, Arg-278). La estructura secundaria predicha no mostró ningún patrón 
que permitiera clasificar a este sensor como bifuncional ó monofuncional, según los 
criterios de Alves y Savageau (4).  
 
6.3.3 Dominio REC DhaA 
 
La proteína DhaA, se pudo confirmar como la reguladora de respuesta del sistema 
de dos componentes, gracias a la identificación de los dominios característicos REC 
y HTH. En el dominio REC, ubicado en la región N-terminal de la proteína (~120 
residuos), el análisis de trazas y el alineamiento múltiple mostraron otra diferencia en 
los residuos más conservados, que demuestra la particularidad de estas proteínas 
de Clostridium sp. IBUN 13A. Se identificaron los tres residuos de Ácido Aspártico 
altamente conservados, sin embargo no se identificó la treonina ubicada en la región 
activa (70), además, la conformación de cuatro hélices a intercaladas entre láminas E (4) no se observa debido a la falta de la E5.  
 
Se ha encontrado que cuando las proteínas son fosforiladas, el grupo hidroxilo de la 
treonina conservada se aleja de su posición, permitiendo que el espacio dejado por 
este movimiento sea ocupado por un residuo aromático (Fen/Tir) que se desplaza 
desde la región D4/E5/D5, induciendo la propagación del cambio conformacional (60). 
En la proteína DhaA la sustitución de la treonina por isoleucina no parece afectar su 
funcionalidad, pese a que no existe el grupo hidroxilo. Por consiguiente estos 
residuos no se observan en el análisis de trazas, a diferencia de los tres residuos 
aspárticos y el residuo lisina, sin los cuales sí podría afectarse en forma deletérea la 
transducción de señales. 
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6.3.4 Dominio HTH DhaA 
 
De acuerdo con el dominio encontrado en la región C-terminal de la reguladora de 
respuesta DhaA, esta proteína pertenece a la familia AraC. En este dominio no se 
observaron discrepancias con los residuos traza conservados en múltiples proteínas 
del tipo AraC. Los motivos de unión a DNA, propios del dominio HTH, se encuentran 
organizados de manera que facilitan la interface de unión DNA-proteína con los 
residuos de D3 (hélice de reconocimiento) y la presencia de los residuos hidrofóbicos 
en D1 y D3, conforman un core que estabiliza el dominio (7). También se confirmó 
que este dominio presenta la conformación tetra-helicoide, caracterizada por una 
hélice C-terminal adicional (7).  
 
Sin embargo, el hallazgo más importante del dominio regulador de DhaA es que en 
la región promotora del operón 1,3-PD, se identificó una secuencia homóloga a la 
secuencia consenso de unión al activador AraC (AGCN7TCCATA) (22). Esta 
secuencia que también se encontró en el operón 1,3-PD de C. butyricum (51) en la 
región corriente arriba de la caja -35, sería el sitio de una posible interacción del 
regulador de respuesta DhaA con la RNA polimerasa, para activar la transcripción 
del operón. 
 
La gran mayoría de proteínas pertenecientes a esta familia son reguladores positivos 
debido a que se unen al DNA en regiones promotoras, activando de esta forma la 
transcripción de los respectivos genes (22). Dentro de las principales funciones 
regulatorias de las proteínas de la familia AraC, se encuentran las vías metabólicas 
del carbono, mediante la estimulación transcripcional en respuesta a la presencia de 
sustratos específicos (efectores) (22). El análisis comparativo realizado reveló que 
no existen discrepancias con los residuos traza conservados en múltiples proteínas 
del tipo AraC. Los motivos de unión a DNA, propios del dominio HTH, se encuentran 
organizados de manera que facilitan la interface de unión DNA-proteína con los 
residuos de D3 (hélice de reconocimiento). Adicionalmente la presencia de los 
residuos hidrofóbicos Ala-301 en D1 y Fen-331 en D3, conforman un core que 
estabiliza el dominio (7). La predicción de estructura terciaria confirmó que este 
dominio presenta la conformación tetra-helicoide de la proteína AraC, caracterizada 
por una hélice C-terminal adicional (7).  
Pese a que las secuencia blanco del dominio HTH en su respectivo promotor se 
ubica generalmente adyacente ó sobrepuesta a la caja -35, se ha observado que 
puede haber más de un sitio de unión, inclusive hasta 100pb corriente arriba del 
punto de inició transcripcional (22), por lo cual el sitió de interacción entre la proteína 
DhaA y el promotor del operón 1,3-PD junto a la caja -35 (TTAAGC), es una 
hipótesis que se debe confirmar. 
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La identificación del dominio sensor PocR es un hallazgo que permite postular un 
mecanismo de regulación inducido por la presencia de glicerol como sustrato, por 
esta misma razón se quiso determinar la posibilidad de que la reguladora DhaA 
también identificara el promotor del operón que contiene los genes del metabolismo 
oxidativo del glicerol (figura 2E). La homología con la región promotora de C. 
butyricum (GenBank AY 138581) corriente arriba de los genes dhaD y dhaK1-3 
respalda esta propuesta (Anexo 9).  
El estudio bioinformático del regulón dha en C. butyricum también permitió identificar 
un regulador transcripcional putativo (orf4 figura 2E), que mostró similitud de los 
dominios receptor de señales (PocR-DhaS) y efector (HTH-DhaA) (Anexo 10). 
Utilizando una estrategia de amplificación similar a la que permitió el aislamiento de 
los genes dhaS y dhaA, se pudo establecer que en la cepa nativa IBUN 13A, se 
amplifica una región en la cual también estaría presente este mismo regulador 
transcripcional (Anexo 11).  
Hipotéticamente, este regulador putativo también podría responder a la presencia de 
glicerol, activando la transcripción de los operones que contienen las enzimas 
capaces de metabolizar este sustrato por vía oxidativa y reductora. La posibilidad de 
que este regulador putativo así como DhaS puedan activar la transcripción tras la 
unión con moléculas de glicerol es posible, porque en algunos reguladores se ha 
sugerido que las interacciones con el efector son asimétricas, debido a que en la 
interacción con el efector son permisibles algunas variaciones en residuos del motivo 
de unión pero otras no son permisibles (22).  
Esto explicaría la activación por glicerol y no con 1,3-PD, pues es menos probable 
que el producto final induzca la transcripción de las enzimas requeridas para su 
propia síntesis, mientras que el sustrato podría representar un factor sine qua non 
para activar la transcripción de estas enzimas. En la inhibición por producto el 
mecanismo principal de regulación parece ser el balance en la conversión de glicerol 
a 3-HPA, para evitar el efecto toxico del 3-HPA (14,74), por lo cual se tiene otra 
evidencia de que estos reguladores no tendrían interacción con 1,3-PD.  
Otro hallazgo importante es el resultado de tBlastN al ingresar estos dos dominios 
con las secuencias del genoma de C. butyricum, el cual indicó que son las dos 
únicas proteínas que presentan el dominio sensor de la familia PocR (Anexo 12). 
 
6.4 Regulación transcripcional del operón 1,3-PD 
La predicción bioinformática de las funciones que podrían desempeñar las proteínas 
DhaS y DhaA, proporcionó indicios que sugieren un mecanismo de regulación 
transcripcional dependiente de un efector, en este caso el glicerol. Sin embargo, es 
importante tener en cuenta que la posibilidad de que la regulación sea ejercida por el 
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sistema de dos compontes DhaS/A se debe correlacionar con el promotor del operón 
1,3-PD. Las caja -35 del promotor (TTAAGC) no muestra una alta conservación con 
respecto a la secuencia consenso de Clostridios, por lo que se podría proponer que 
no corresponde a un promotor fuerte (18). A parte del nivel de conservación de las 
cajas -10 y -35, algunos criterios han sido definidos como factores que permiten 
definir si un promotor es fuerte, como la separación de 17±1pb entre las dos 
regiones ó la presencia de un elemento rico en AT de 17 a 20pb corriente arriba del 
sitio -35 con secuencia consenso 5'AAAWWTWTTTTNNNAAA (19). De acuerdo a 
estos criterios se podría concluir que este promotor es reconocido solamente por 
factores sigma ó subunidades de la RNA polimerasa que interactúan directamente 
con la proteína reguladora de respuesta para activar la transcripción, como se ha 
propuesto para el regulador transcripcional AraC (22). 
Aunque el promotor del operón 1,3-PD no es fuerte, parece no estar regulado por un 
mecanismo de represión por catabolito, pues como se mencionó anteriormente la 
presencia de glucosa en una mezcla con glicerol, no inhibe la transcripción de las 
enzimas codificadas por los genes dhaB y dhaT (51). En C. acetobutylicum y C. 
beijirinckii, se ha identificado un sistema de control por catabolito mediado por la 
proteína de unión a DNA CcpA, que inhibe la transcripción por unión a los 
promotores de casi todos los sistemas dependientes de fosfotransferasa (64). 
Aunque esta proteína se encontrara en la cepa Clostridium sp. IBUN 13A, el 
metabolismo del glicerol no requiere fosforilación para la translocación del sustrato, 
de manera que la regulación transcripcional puede depender exclusivamente de la 
presencia/ausencia de glicerol.  
 
Pese a que probablemente el operón 1,3-PD este regulado por la proteína DhaA, no 
se podría observar el mecanismo de acción del sistema de dos componentes por 
PXWDFLyQGLULJLGDSXHVHVSRVLEOHTXHVHSUHVHQWHXQIHQyPHQRGH³&URVV-WDON´FRQ
la proteína reguladora discutida en el numeral 6.3.4 (orf4 figura 2E), ya que in vitro 
se ha observado este tipo de reacciones cruzadas entre proteínas pertenecientes a 
sistemas de señalización (4,70). Por este motivo se deben realizar otro tipo de 
caracterizaciones experimentales para verificar las predicciones realizadas en este 
trabajo. 
 
En el estudio de las proteínas reguladoras de dos componentes es fundamental 
analizar principalmente el dominio sensor de la histidin-quinasa y el dominio efector 
de la reguladora de respuesta, pues los dominios catalítico y REC son altamente 
conservados y pueden no aportar información concluyente (37). Mediante esta 
aproximación metodológica ha sido posible identificar características importantes de 
las proteínas predichas en la cepa nativa, tales como la sustitución de la histidina por 
lisina en el dominio catalítico de la histidina-quinasa y la ausencia de un residuo 
hidroxilado en la reguladora de respuesta.  
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Con la realización de este trabajo fue posible elucidar el rol fisiológico de este 
sistema de transducción de señales en la cepa Clostridium sp. IBUN 13A  y se 
propone de acuerdo a los hallazgos mencionados, que el sistema de dos 
componentes DhaS/DhaA está implicado en la regulación del metabolismo del 
glicerol, promoviendo la transcripción del operón 1,3-PD cuando hay presencia de 
este sustrato en el medio de cultivo, aunque los indicios muestran que pueden existir 
otros sistemas de regulación transcripcional, que se deben identificar 
posteriormente.  
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7. CONCLUSIONES 
 
 Mediante la estrategia de amplificación y secuenciación propuesta se lograron 
identificar los genes dhaS, dhaA y un promotor reconocido por el factor VA 
corriente arriba del operón 1,3-PD en la cepa Clostridium sp. IBUN 13A, lo 
cual corresponde con la hipótesis de que estos dos genes que expresan 
proteínas reguladoras de dos componentes, pueden estar implicados en la 
regulación transcripcional del operón 1,3-PD.  
 La identificación de una proteína reguladora en C. butyricum con dominios 
sensor y regulador homólogos a los de las proteínas DhaS y DhaA, supone 
que la regulación sobre el operón 1,3-PD no depende exclusivamente del 
sistema de dos componentes DhaS/DhaA, sino que podría estar bajo el 
control de al menos otro sistema diferente, cuando el microorganismo dispone 
de glicerol como sustrato en el medio de cultivo. 
 La proteína putativa DhaS de 405 aminoácidos, es una proteína receptora de 
señales hipotéticamente citoplasmática que presenta los dominios propios de 
las histidin-quinasas, aunque tiene la particularidad de que el residuo 
fosforilable histidina ha sido sustituido por un residuo lisina. Su función podría 
implicar la interacción con glicerol como ligando como mecanismo de 
inducción para la transcripción del operón 1,3-PD, en conjunto con una 
proteína reguladora de respuesta. 
 La proteína putativa DhaA de 351 aminoácidos es una proteína 
hipotéticamente citoplasmática que presenta los dominios propios de las 
proteínas reguladoras de respuestas organizados en forma modular, por lo 
que podría sufrir modificaciones estructurales tras la fosforilación por parte de 
la histidin-quinasa DhaS para inducir la transcripción del operón 1,3-PD, a 
través del dominio de unión a DNA.  
 El 98% de similitud de la secuencia obtenida con la misma región 
previamente caracterizada de C. butyricum, corresponde con la relación 
taxonómica previamente propuesta para la cepa Clostridium sp. IBUN 13A 
con esta especie y sugiere un evento ancestral de transferencia horizontal del 
operón 1,3-PD con sus genes reguladores. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
 Verificar experimentalmente si la proteína DhaS interacciona con el promotor 
del operón 1,3-PD y con el promotor de los genes dhaD y dhaK, con el fin de 
confirmar un posible mecanismo de regulación transcripcional mediado por 
esta proteína reguladora de respuesta.  
 Determinar si la cepa Clostridium sp. IBUN 13A tiene el gen de C. butyricum 
que codifica para una proteína reguladora homóloga a las proteínas DhaS y 
DhaA, para ello se sugiere realizar la secuenciación y anotación de la 
secuencia amplificada corriente arriba del gen dhaS (Anexo 11) y caracterizar 
el regulón completo de la cepa nativa. 
 Demostrar la existencia de la proteína homóloga al regulador de respuesta en 
la cepa nativa por medio de mutaciones de los genes dhaS y dhaA para 
evidenciar si esta proteína puede regular el operón 1,3-PD. 
 Evaluar mediante transformación genética de la cepa nativa si la 
sobreexpresión de los genes dhaT y dhaD afecta positivamente la 
productividad y el rendimiento en la síntesis de 1,3-PD en fermentaciones en 
vial y en biorreactor. 
 Intentar la sobreexpresión del operón 1,3-PD en alguna de las cepas nativas 
hiperproductoras de solventes, utilizando en el vector los genes reguladores 
dhaS y dhaA así como un promotor fuerte, para determinar la producción de 
1,3-PD a partir de glicerol generado en la producción de biodiesel.  
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ANEXOS 
Anexo 1. Secuencias obtenidas en Macrogen Inc. con asignación de puntaje de 
acuerdo a la calidad según el programa PHPH. 
 
Clasificación de los nucleótidos por color, de acuerdo al puntaje. 
 
 
>1-13A-RGS1.ab1 950 
GGGGATTTAGTATTGTACAGGCATTCATATTTTATAAGTAAGTCTAAAATTTTCTTTTAAATTACATAATAAAAA
AGGATGATTGTGGTGATGAAGAATGAACAACATTATTAATCTTAAGGATATAATAAGCATTGAAGAGTTCCAAAG
TATTCAAGATGATATTGCAAAAGCTACAGGGATTTCTATTATAACTACTGATTATACAGGGAAACCTGTTACAAA
GCATAGTTGTTGTACAGAATTTTGTAGTATTATTCGACGAGATAAAAAACAATCAGAATTATGTGAAAGATGTGA
TTCAAGAGGTGGAATTGAATCTACAAGAACTGGAAAGCCATACATCTATATATGTTATAAAGGGTTAGTAGATTT
TGCAGTACCTATTATAGTTCAAGGGCAGTATATGGGAGATATAATGGGAGGACAAATACTTATAACTGATGATGA
ACAGAAATATTTAGAAAGCTTTAAAAATACTAATTATAATTTGGATGATAATGAAGAACTTATATGTGCATATAA
TAAACTTCCAATAATGTCACTGGAAAAAATTAAAAATATAGCTCAAATGATTTTACACCTATCAAAATATTTAGT
AGAAGAAGGTATGTATAAAATAACTATAAATAAGTTAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGA
GCAATTTAAGTTACAAAATAATTTTGAAAAATTAAAATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGTCCTAAATTTAT
ATTTGATATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCGGAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAA
ATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAATCCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTG
TTTAGATTATTAAATTTGCAAAAGATAGGTTTAATGAGAAATTGACTTCAG 
 
>2-13A-RGS2.ab1 950 
ATTAATTTTATACGTAGGTTTATTAATTAATTTTTTAGGTGCTTCTAACTCTATTCTCTCATCATCTACTAAAAT
AACATCACACATAAATACTTCCTACCTTTCATCAATTGGTAAGCTTATTGTAATTTTTGTTGATTTATTTAACTC
ACTTACTATGTCTACAGAATAATCATACTTATAAAAATTTTTTATTCGTTGTTTTGCAGCTAATATGCCACTTAA
CGAATGATTCATGCTATTTTCTTCAGAATTTATAAAGTTTAATTTCTCCTTTGATATGCCTATTCCGCTATCAAT
AACTGAAATAATTAGAAATTCATTTTCTCTATCTATAATTATATTTACGCATCCTCCCTCTTCTTTCTTCATAAC
ACCATGAACTATAGCATTATCAACAAAATGAAAAATACTCATAAACGGAATCTTAAAATTTTCTTCAACACTTAA
ACTTACACTGAAGTTCAATTTCTCATTAAACCTAATCTTTTGCAAATTTAAATAATCTAAACAATAGTCTAATTC
TTCTTTTAATGTAACTATTTTATTGGATTTATAAAATGTATCTCTTATAAATTCTGTTAATTTATAAGTTAGATT
ACTTGTTTTTTCCGCTTCTTCTATTAATGCAAGTGAATACACATTGTTCATTATATCAAATATAAATTTAGGACT
TATTTGAGCAGATAATGATTTTAATTTTAATTTTTCAAAATTATTTTGTAACTTAAATTGCTCACCTTCTAATTT
AACAGCTGCGTCATTACTTTGTTTTAACTTATTTATAGTTATTTTATACATACCTTCTTCTACTAAATATTTTGA
TAGGTGTAAAATCATTTGAGCTATATTTTTAATTTTTTTCAGTGACATTATTGGAAGTTTATTATATGCACATAT
AAGTTTCTCATTATCATCCAAATTATAATTAGTATTTTTAAAGCTTTCTAAATA 
 
>3-13A-RGA3.ab1 950 
ATAAAATTTTATAATTTCTGAAGAAATAGCATGAACTCATTCGTTAAGTGGCATATTACGCTGCAAAACAACGAA
TAAAAAATTTTTATAAGTATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACAAAAATTACAATAA
GCTTACCAATTGATGAAAGGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATTTTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAG
AAGCACTTAAAAAATTAATTAATAAACTAGGTATTAAAGTAAATATTGTAGGTGAGTTACAAAGTGCAAAAGAAG
CAATAGCAGCCCATAAGGATTTTAAGGCAGATGTAATAATCATAGATAATGAAATGCCAGGGATTAATGGAACTG
AACTTGCAAAAATAATAAAAAGTAATAATAAAGATAAAATTATAATACTGCTTATTGAATATTATAATTTTAACA
ATGAATTGGATATATCAAATATTGATGATTATATATTAAAACCAGTAAGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAA
ATAAACATATAATAAATTTAGCAACAAACGAAAATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAA
TTTTTTATGAAGAAAAAGATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATG
ACATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATTAAAATTAATAAAA
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ATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAGATTAATAACATATGTAAAATAAACATTG
TCATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAAGATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAAATTAATTGGTAAT
AGAGAGGTAAATATTCTATTAAATCCTGTTTTTATTTATATAAGTGAAAATTATAGT 
 
 
>4-13A-RGA4.ab1 950 
CCCCAACTCATTCGTAAAACTTTTGAAATATCCAGATTCATCATATCCCAAACTCATAGATATGTTTATTATGGA
CATATCTGTATTTTCTAATAGTTGTTTAGCTTTTTCTATTTTATACAAATTTATATAATCAATAAATTTCATTCC
TGTATTTTTTTTAAATAATTTACTAAGATAAAAAACACTTAAATTACAAGCTTTAGAGACACTTTCTAATGTTAT
TTTTTCACTATAATTTTCACTTATATAAATTAAAACAGGATTTAATAGAATATTTACCTCTCTATTACCAATTAA
TTTTTCCCTAATTATATAATCTGTATTATCTTTACTCATAAAATCTAAAAATTCATTCATGACAATGTTTATTTT
ACATATGTTATTAATCTTGTTTAACTTATCACTATATATATTTAGATTTGCATGTGCCTTATTTTTATTAATTTT
AATAAAAATATTAATCATTTTATTTAGTAGGGTTGTACATTTATCTTTGTAGCTATTAATGTCATCATTGCTTAA
TAATTCATACCCATACAACAAATTATTAAGTAAATCTTTAATATCTTTTTCTTCATAAAAAATTATTTTGGATAA
GAGCAATAATTCCATTTCTTTTAATTTATTTTCGTTTGTTGCTAAATTTATTATATGTTTATTTAATACCTTAAA
TAACTTTTCTAAACTTACTGGTTTTAATATATAATCATCAATATTTGATATATCCAATTCATTGTTAAAATTATA
ATATTCAATAAGCAGTATTATAATTTTATCTTTATTATTACTTTTTATTATTTTTGCAAGTTCAGTTCCATTAAT
CCCTGGCATTTCATTATCTATGATTATTACATCTGCCTTAAAATCCTTATGGGCTGCTATTGCTTCTTTTGCACT
TTGGTACTCACCTACNATATTTACTTTAATACCTAGTTTATTAATTAATTTTTTAAGTGT 
 
>5-13A-RGS5.ab1 950 
GGCCTCTTCATGATATATGCACCTAATCAAATATCTTAGTAGAAGAAGGTATGTATAAAATAACTATAAATAAGT
TAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGAGCAATTTAAGTTACAAAATAATTTTGAAAAATTAA
AATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGTCCTAAATTTATATTTGATATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCAT
TAATAGAAGAAGCGGAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAAT
CCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTGCAAAAGATTAGGTTTA
ATGAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAATTTTAAGATTCCGTTTATGAGTATTTTTCATT
TTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTTATGAAGAAAGAAGAGGGAGGATGCGTAAATATAATTATAGATAGAG
AAAATGAATTTCTAATTATTTCAGTTATTGATAGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAATTAAACTTTATAAATT
CTGAAGAAAATAGCATGAATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATAAAAAATTTTTATAAGT
ATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACAAAAATTACAATAAGCTTACCAATTGATGAAA
GGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATTTTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAAGCACTTAAAAAATTAA
TTAATAAACTAGGTATTAAAGTAAATATGTAGATAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAAANNNNNNNNNANNNNNN
NNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
 
>6-13A-RGA6.ab1 889 
AAACTATAAAATAAATTTTGGTTTGTATGGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGACATTAATAGCTACAAAGATA
AATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATTAAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAA
ATATATATAGTGATAAGTTAAACAAGATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTAGATT
TTATGAGTAAAGATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGAGAGGTAAATATTCTATTAA
ATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGTGTCTCTAAAGCTTGTAATT
TAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACAGGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATA
AAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTAGAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGATATG
ATGAATCTGGATATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCAGCCTACAGAAATAAAAATC
TAAATAAGCCAGAATAAAAGTTATCTAATAATGATAAAAGTCATTATTAGATGACTTTTTATTTTAAAATAACTA
CGAATAAAAAGTTCAAAGAATATTACAGTGGACATTTGAAAGAATGCAATGATAAACAATTGTATTAGTTTTAAA
TTCAGATAAAACAAACAAAAACGTTATTATTAGCCAAGAAAACACTGTTACATAAAAAATGAGAAAAACATAGCA
NAAGAGTACCAATATTAAGCAATAAAGTTTGTTAAAATATTATCAATAAAATGATAGATTAATACAAGGT 
 
>7-13A-RGA7.ab1 950 
AAAGAAACCTCACATAGAGTGGGCTTAATACTTCGGTACTCTTATTGCTATGTTTTTCTCATTTTTTATGTAACA
GTGTTTTCTTGGCTAATAATAACGTTTTTGTTTGTTTTATCTGAATTTAAAACTAATACAATTGTTTATCATTGC
ATTCTTTCAAATGTCCACTGTAATATTCTTTGAACTTTTTATTCGTAGTTATTTTAAAATAAAAAGTCATCTAAT
AATGACTTTTATCATTATTAGATAACTTTTATTCTGGCTTATTTAGATTTTTATTTCTGTAGGCTGATGGTGTCA
CTCCTACTACTTTCTTAAAAACTTTTGAAAAATATCCAGATTCATCATATCCCAAACTCATAGATATGTTTATTA
TGGACATATCTGTATTTTCTAATAGTTGTTTAGCTTTTTCTATTTTATACAAATTTATATAATCAATAAATTTCA
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TTCCTGTATTTTTTTTAAATAATTTACTAAGATAAAAAACACTTAAATTACAAGCTTTAGAGACACTTTCTAATG
TTATTTTTTCACTATAATTTTCACTTATATAAATTAAAACAGGATTTAATAGAATATTTACCTCTCTATTACCAA
TTAATTTTTCCCTAATTATATAATCTGTATTATCTTTACTCATAAAATCTAAAAATTCATTCATGACAATGTTTA
TTTTACATATGTTATTAATCTTGTTTAACTTATCACTATATATATTTAGATTTGCATGTGCCTTATTTTTATTAA
TTTTAATAAAAATATTAATCATTTTATTTAGTAGGGTTGTACATTTATCTTTGTAGCTATTAATGTCATCATTGC
TTAATAATTCATACCCATACAACAAATTATTAAGTAAATCTTTAATATCTTTTTCTCATAAAAATATTAAAAAAA
AAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAANNNNNNCNNCNNNNNNNNNNNNNNNNN 
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Anexo 2. Ensamble de secuencias en el programa Cap3. 
Number of segment pairs = 42; number of pairwise comparisons = 9 
'+' means given segment; '-' means reverse complement 
 
Overlaps Containments No. of Constraints Supporting Overlap 
 
******************* Contig 1 ******************** 
1-13A-A+ 
5-13A-E+ 
2-13A-B+ 
3-13A-C+ 
4-13-D+ 
7-13A-G+ 
  6-13A-F+ is in 7-13A-G+ 
 
DETAILED DISPLAY OF CONTIGS 
******************* Contig 1 ******************** 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ GGCATTCATATTTTATAAGTAAGTCTAAAATTTTCTTTTAAATTACATAATAAAAAAGGA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GGCATTCATATTTTATAAGTAAGTCTAAAATTTTCTTTTAAATTACATAATAAAAAAGGA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ TGATTGTGGTGATGAAGAATGAACAACATTATTAATCTTAAGGATATAATAAGCATTGAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TGATTGTGGTGATGAAGAATGAACAACATTATTAATCTTAAGGATATAATAAGCATTGAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ GAGTTCCAAAGTATTCAAGATGATATTGCAAAAGCTACAGGGATTTCTATTATAACTACT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GAGTTCCAAAGTATTCAAGATGATATTGCAAAAGCTACAGGGATTTCTATTATAACTACT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ GATTATACAGGGAAACCTGTTACAAAGCATAGTTGTTGTACAGAATTTTGTAGTATTATT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GATTATACAGGGAAACCTGTTACAAAGCATAGTTGTTGTACAGAATTTTGTAGTATTATT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ CGACGAGATAAAAAACAATCAGAATTATGTGAAAGATGTGATTCAAGAGGTGGAATTGAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  CGACGAGATAAAAAACAATCAGAATTATGTGAAAGATGTGATTCAAGAGGTGGAATTGAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ TCTACAAGAACTGGAAAGCCATACATCTATATATGTTATAAAGGGTTAGTAGATTTTGCA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TCTACAAGAACTGGAAAGCCATACATCTATATATGTTATAAAGGGTTAGTAGATTTTGCA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ GTACCTATTATAGTTCAAGGGCAGTATATGGGAGATATAATGGGAGGACAAATACTTATA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GTACCTATTATAGTTCAAGGGCAGTATATGGGAGATATAATGGGAGGACAAATACTTATA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ ACTGATGATGAACAGAAATATTTAGAAAGCTTTAAAAATACTAATTATAATTTGGATGAT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ACTGATGATGAACAGAAATATTTAGAAAGCTTTAAAAATACTAATTATAATTTGGATGAT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ AATGAAGAACTTATATGTGCATATAATAAACTTCCAATAATGTCACTGGAAAAAATTAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AATGAAGAACTTATATGTGCATATAATAAACTTCCAATAATGTCACTGGAAAAAATTAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ AATATAGCTCAAATGATTTTACACCTATCAAAATATTTAGTAGAAGAAGGTATGTATAAA 
5-13A-E+  AGAAGAAGGTATGTATAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AATATAGCTCAAATGATTTTACACCTATCAAAATATTTAGTAGAAGAAGGTATGTATAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
1-13A-A+ ATAACTATAAATAAGTTAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAA  
5-13A-E+ ATAACTATAAATAAGTTAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGAGCAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATAACTATAAATAAGTTAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGAGCAA 
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 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ TTTAAGTTACAAAATAATTTTGAAAAATTAAAATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGT 
2-13A-B+  CTGCTCAAATAAGT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TTTAAGTTACAAAATAATTTTGAAAAATTAAAATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ CCTAAATTTATATTTGATATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCG 
2-13A-B+ CCTAAATTTATATTTGATATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCG 
  ____________________________________________________________ 
consensus  CCTAAATTTATATTTGATATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCG 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ GAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAA 
2-13A-B+ GAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ TCCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTG 
2-13A-B+ TCCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTG 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TCCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTG 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ CAAAAGATTAGGTTTAATGAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAAT 
2-13A-B+ CAAAAGATTAGGTTTAATGAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAAT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  CAAAAGATTAGGTTTAATGAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAAT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ TTTAAGATTCCGTTTATGAGTATTTTTCATTTTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTT 
2-13A-B+ TTTAAGATTCCGTTTATGAGTATTTTTCATTTTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TTTAAGATTCCGTTTATGAGTATTTTTCATTTTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ ATGAAGAAAGAAGAGGGAGGATGCGTAAATATAATTATAGATAGAGAAAATGAATTTCTA 
2-13A-B+ ATGAAGAAAGAAGAGGGAGGATGCGTAAATATAATTATAGATAGAGAAAATGAATTTCTA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATGAAGAAAGAAGAGGGAGGATGCGTAAATATAATTATAGATAGAGAAAATGAATTTCTA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ ATTATTTCAGTTATTGATAGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAATTAAACTTTATAAAT 
2-13A-B+ ATTATTTCAGTTATTGATAGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAATTAAACTTTATAAAT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATTATTTCAGTTATTGATAGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAATTAAACTTTATAAAT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ TCTGAAGAAAATAGCATGAATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATA 
2-13A-B+ TCTGAAGAAAATAGCATGAATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATA 
3-13A-C+   GCAAAACAACGAATA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TCTGAAGAAAATAGCATGAATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
5-13A-E+ AAAAA   
2-13A-B+ AAAAATTTTTATAAGTATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACA 
3-13A-C+ AAAAATTTTTATAAGTATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AAAAATTTTTATAAGTATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
2-13A-B+ AAAATTACAATAAGCTTACCAATTGATGAAAGGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATT 
3-13A-C+ AAAATTACAATAAGCTTACCAATTGATGAAAGGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AAAATTACAATAAGCTTACCAATTGATGAAAGGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
2-13A-B+ TTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAAG   
3-13A-C+ TTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAAGCACTTAAAAAATTAATTAATAAACTAGGT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAAGCACTTAAAAAATTAATTAATAAACTAGGT 
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 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ ATTAAAGTAAATATTGTAGGTGAGTTACAAAGTGCAAAAGAAGCAATAGCAGCCCATAAG 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATTAAAGTAAATATTGTAGGTGAGTTACAAAGTGCAAAAGAAGCAATAGCAGCCCATAAG 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ GATTTTAAGGCAGATGTAATAATCATAGATAATGAAATGCCAGGGATTAATGGAACTGAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GATTTTAAGGCAGATGTAATAATCATAGATAATGAAATGCCAGGGATTAATGGAACTGAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ CTTGCAAAAATAATAAAAAGTAATAATAAAGATAAAATTATAATACTGCTTATTGAATAT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  CTTGCAAAAATAATAAAAAGTAATAATAAAGATAAAATTATAATACTGCTTATTGAATAT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ TATAATTTTAACAATGAATTGGATATATCAAATATTGATGATTATATATTAAAACCAGTA 
4-13-D+   GTA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TATAATTTTAACAATGAATTGGATATATCAAATATTGATGATTATATATTAAAACCAGTA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ AGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAAATAAACATATAATAAATTTAGCAACAAACGAA 
4-13-D+  AGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAAATAAACATATAATAAATTTAGCAACAAACGAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAAATAAACATATAATAAATTTAGCAACAAACGAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ AATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAATTTTTTATGAAGAAAAA 
4-13-D+  AATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAATTTTTTATGAAGAAAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAATTTTTTATGAAGAAAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ GATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGAC 
4-13-D+  GATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGAC 
7-13A-G+  ATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGAC 
6-13A-F+   AATTATTAAGCAATGATGAC 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGAC 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATT 
4-13-D+  ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATT 
7-13A-G+ ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATT 
6-13A-F+ ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
3-13A-C+ AAAATTAATAAAAAT    
4-13-D+  AAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAG 
7-13A-G+ AAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAG 
6-13A-F+ AAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAG 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAG 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  ATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAA 
7-13A-G+ ATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAA 
6-13A-F+ ATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  ATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  GATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGAGAGGTAAATATTCTA 
7-13A-G+ GATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGAGAGGTAAATATTCTA 
6-13A-F+ GATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGAGAGGTAAATATTCTA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGAGAGGTAAATATTCTA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  TTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGT 
7-13A-G+ TTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGT 
6-13A-F+ TTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGT 
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  ____________________________________________________________ 
consensus  TTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  GTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACA 
7-13A-G+ GTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACA 
6-13A-F+ GTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  GGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTA 
7-13A-G+ GGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTA 
6-13A-F+ GGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
4-13-D+  GAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGATATG   
7-13A-G+ GAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGATATGATGAATCTGGA 
6-13A-F+ GAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGATATGATGAATCTGGA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  GAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGATATGATGAATCTGGA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
7-13A-G+ TATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCAGCCTACAGAAATAAA 
6-13A-F+ TATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCAGCCTACAGAAATAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCAGCCTACAGAAATAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
7-13A-G+ AATCTAAATAAGCCAGAATAAAAGTTATCTAATAATGATAAAAGTCATTATTAGATGACT 
6-13A-F+ AATCTAAATAAGCCAGAATAAAAGTTATCTAATAATGATAAAAGTCATTATTAGATGACT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  AATCTAAATAAGCCAGAATAAAAGTTATCTAATAATGATAAAAGTCATTATTAGATGACT 
 
 . : . : . : . : . : . : 
7-13A-G+ TTTTATTTTAAAATAACTACGAATAAAAAGTTCAAAGAATATTACAGTGGACATTTGAAA 
6-13A-F+ TTTTATTTTAAAATAACTACGAATAAAAAGTTCAAAGAATATTACAGTGGACATTTGAAA 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TTTTATTTTAAAATAACTACGAATAAAAAGTTCAAAGAATATTACAGTGGACATTTGAAA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
7-13A-G+ GAATGCAATGATAAACAATTGTATTAGTTTTAAATTCAGATAAAACAAACAAAAACGTTA 
6-13A-F+ G    
  ____________________________________________________________ 
consensus  GAATGCAATGATAAACAATTGTATTAGTTTTAAATTCAGATAAAACAAACAAAAACGTTA 
 
 . : . : . : . : . : . : 
7-13A-G+ TTATTAGCCAAGAAAACACTGTTACATAAAAAATGAGAAAAACAT 
  ____________________________________________________________ 
consensus  TTATTAGCCAAGAAAACACTGTTACATAAAAAATGAGAAAAACAT 
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>Secuencia ensamblada IBUN 13A 
GGCATTCATATTTTATAAGTAAGTCTAAAATTTTCTTTTAAATTACATAATAAAAAAGGATGATTGTGGTGATGA
AGAATGAACAACATTATTAATCTTAAGGATATAATAAGCATTGAAGAGTTCCAAAGTATTCAAGATGATATTGCA
AAAGCTACAGGGATTTCTATTATAACTACTGATTATACAGGGAAACCTGTTACAAAGCATAGTTGTTGTACAGAA
TTTTGTAGTATTATTCGACGAGATAAAAAACAATCAGAATTATGTGAAAGATGTGATTCAAGAGGTGGAATTGAA
TCTACAAGAACTGGAAAGCCATACATCTATATATGTTATAAAGGGTTAGTAGATTTTGCAGTACCTATTATAGTT
CAAGGGCAGTATATGGGAGATATAATGGGAGGACAAATACTTATAACTGATGATGAACAGAAATATTTAGAAAGC
TTTAAAAATACTAATTATAATTTGGATGATAATGAAGAACTTATATGTGCATATAATAAACTTCCAATAATGTCA
CTGGAAAAAATTAAAAATATAGCTCAAATGATTTTACACCTATCAAAATATTTAGTAGAAGAAGGTATGTATAAA
ATAACTATAAATAAGTTAAAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGAGCAATTTAAGTTACAAAAT
AATTTTGAAAAATTAAAATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGTCCTAAATTTATATTTGATATAATGAACAAT
GTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCGGAAAAAACAAGTAATCTAACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGA
GATACATTTTATAAATCCAATAAAATAGTTACATTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTG
CAAAAGATTAGGTTTAATGAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAATTTTAAGATTCCGTTT
ATGAGTATTTTTCATTTTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTTATGAAGAAAGAAGAGGGAGGATGCGTAAAT
ATAATTATAGATAGAGAAAATGAATTTCTAATTATTTCAGTTATTGATAGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAA
TTAAACTTTATAAATTCTGAAGAAAATAGCATGAATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATA
AAAAATTTTTATAAGTATGATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACAAAAATTACAATAAGC
TTACCAATTGATGAAAGGTAGGAAGTATTTATGTGTGATGTTATTTTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAA
GCACTTAAAAAATTAATTAATAAACTAGGTATTAAAGTAAATATTGTAGGTGAGTTACAAAGTGCAAAAGAAGCA
ATAGCAGCCCATAAGGATTTTAAGGCAGATGTAATAATCATAGATAATGAAATGCCAGGGATTAATGGAACTGAA
CTTGCAAAAATAATAAAAAGTAATAATAAAGATAAAATTATAATACTGCTTATTGAATATTATAATTTTAACAAT
GAATTGGATATATCAAATATTGATGATTATATATTAAAACCAGTAAGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAAAT
AAACATATAATAAATTTAGCAACAAACGAAAATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAATT
TTTTATGAAGAAAAAGATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTATTAAGCAATGATGAC
ATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATGATTAATATTTTTATTAAAATTAATAAAAAT
AAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGTGATAAGTTAAACAAGATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTC
ATGAATGAATTTTTAGATTTTATGAGTAAAGATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGA
GAGGTAAATATTCTATTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAAATAACATTAGAAAGT
GTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTATTTAAAAAAAATACAGGAATGAAATTTATT
GATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAAGCTAAACAACTATTAGAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATA
TCTATGAGTTTGGGATATGATGAATCTGGATATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCA
GCCTACAGAAATAAAAATCTAAATAAGCCAGAATAAAAGTTATCTAATAATGATAAAAGTCATTATTAGATGACT
TTTTATTTTAAAATAACTACGAATAAAAAGTTCAAAGAATATTACAGTGGACATTTGAAAGAATGCAATGATAAA
CAATTGTATTAGTTTTAAATTCAGATAAAACAAACAAAAACGTTATTATTAGCCAAGAAAACACTGTTACATAAA
AAATGAGAAAAACAT 
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Anexo 3. Búsqueda de marcos abiertos de lectura en GeneMark.hmm y 
confirmación realizada en ORF Finder. 
Gene Predictions in Text Format 
Information on input sequence 
Length: 2565 bp 
G+C Content: 23.78 % 
 
Parse predicted by GeneMark.hmm 2.4  
GeneMark.hmm PROKARYOTIC (Version 2.6r) 
Model organism: Clostridium_acetobutylicum 
 
Predicted genes 
 Gene Strand LeftEnd RightEnd Gene Class 
 #  Length 
 1 + 79 1296 1218 1 
 2 + 1306 2361 1056 1 
 
Nucleotide transcripts of predicted genes  
 
Nucleotides: 79..1296 (direct), 1218 nucleotides 
>IBUN 13A_dhaS 
ATGAACAACATTATTAATCTTAAGGATATAATAAGCATTGAAGAGTTCCAAAGTATTCAA 
GATGATATTGCAAAAGCTACAGGGATTTCTATTATAACTACTGATTATACAGGGAAACCT 
GTTACAAAGCATAGTTGTTGTACAGAATTTTGTAGTATTATTCGACGAGATAAAAAACAA 
TCAGAATTATGTGAAAGATGTGATTCAAGAGGTGGAATTGAATCTACAAGAACTGGAAAG 
CCATACATCTATATATGTTATAAAGGGTTAGTAGATTTTGCAGTACCTATTATAGTTCAA 
GGGCAGTATATGGGAGATATAATGGGAGGACAAATACTTATAACTGATGATGAACAGAAA 
TATTTAGAAAGCTTTAAAAATACTAATTATAATTTGGATGATAATGAAGAACTTATATGT 
GCATATAATAAACTTCCAATAATGTCACTGGAAAAAATTAAAAATATAGCTCAAATGATT 
TTACACCTATCAAAATATTTAGTAGAAGAAGGTATGTATAAAATAACTATAAATAAGTTA 
AAACAAAGTAATGACGCAGCTGTTAAATTAGAAGGTGAGCAATTTAAGTTACAAAATAAT 
TTTGAAAAATTAAAATTAAAATCATTATCTGCTCAAATAAGTCCTAAATTTATATTTGAT 
ATAATGAACAATGTGTATTCACTTGCATTAATAGAAGAAGCGGAAAAAACAAGTAATCTA 
ACTTATAAATTAACAGAATTTATAAGAGATACATTTTATAAATCCAATAAAATAGTTACA 
TTAAAAGAAGAATTAGACTATTGTTTAGATTATTTAAATTTGCAAAAGATTAGGTTTAAT 
GAGAAATTGAACTTCAGTGTAAGTTTAAGTGTTGAAGAAAATTTTAAGATTCCGTTTATG 
AGTATTTTTCATTTTGTTGATAATGCTATAGTTCATGGTGTTATGAAGAAAGAAGAGGGA 
GGATGCGTAAATATAATTATAGATAGAGAAAATGAATTTCTAATTATTTCAGTTATTGAT 
AGCGGAATAGGCATATCAAAGGAGAAATTAAACTTTATAAATTCTGAAGAAAATAGCATG 
AATCATTCGTTAAGTGGCATATTAGCTGCAAAACAACGAATAAAAAATTTTTATAAGTAT 
GATTATTCTGTAGACATAGTAAGTGAGTTAAATAAATCAACAAAAATTACAATAAGCTTA 
CCAATTGATGAAAGGTAG 
 
Nucleotides: 1306..2361 (direct), 1056 nucleotides 
>IBUN 13A_dhaA 
ATGTGTGATGTTATTTTAGTAGATGATGAGAGAATAGAGTTAGAAGCACTTAAAAAATTA 
ATTAATAAACTAGGTATTAAAGTAAATATTGTAGGTGAGTTACAAAGTGCAAAAGAAGCA 
ATAGCAGCCCATAAGGATTTTAAGGCAGATGTAATAATCATAGATAATGAAATGCCAGGG 
ATTAATGGAACTGAACTTGCAAAAATAATAAAAAGTAATAATAAAGATAAAATTATAATA 
CTGCTTATTGAATATTATAATTTTAACAATGAATTGGATATATCAAATATTGATGATTAT 
ATATTAAAACCAGTAAGTTTAGAAAAGTTATTTAAGGTATTAAATAAACATATAATAAAT 
TTAGCAACAAACGAAAATAAATTAAAAGAAATGGAATTATTGCTCTTATCCAAAATAATT 
TTTTATGAAGAAAAAGATATTAAAGATTTACTTAATAATTTGTTGTATGGGTATGAATTA 
TTAAGCAATGATGACATTAATAGCTACAAAGATAAATGTACAACCCTACTAAATAAAATG 
ATTAATATTTTTATTAAAATTAATAAAAATAAGGCACATGCAAATCTAAATATATATAGT 
GATAAGTTAAACAAGATTAATAACATATGTAAAATAAACATTGTCATGAATGAATTTTTA 
GATTTTATGAGTAAAGATAATACAGATTATATAATTAGGGAAAAATTAATTGGTAATAGA 
GAGGTAAATATTCTATTAAATCCTGTTTTAATTTATATAAGTGAAAATTATAGTGAAAAA 
ATAACATTAGAAAGTGTCTCTAAAGCTTGTAATTTAAGTGTTTTTTATCTTAGTAAATTA 
TTTAAAAAAAATACAGGAATGAAATTTATTGATTATATAAATTTGTATAAAATAGAAAAA 
GCTAAACAACTATTAGAAAATACAGATATGTCCATAATAAACATATCTATGAGTTTGGGA 
TATGATGAATCTGGATATTTTTCAAAAGTTTTTAAGAAAGTAGTAGGAGTGACACCATCA 
GCCTACAGAAATAAAAATCTAAATAAGCCAGAATAA 
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Gen dhaS 
 
 
Gen dhaA 
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Anexo 4. Búsqueda de secuencias con homología utilizando Blast. 
BlastN 
 
 
MegaBlast
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Anexo 5. Búsqueda de proteínas homólogas en Psi-Blast 
Proteína DhaS 
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Proteína DhaA 
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Anexo 6. Actualización de la secuencia del operón 1,3-PD con la adición de los 
genes reguladores en la base de datos de GenBank.
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Anexo 7. Predicción de estructura secundaria en el programa Psi-Pred 
Proteína DhaS 
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Proteína DhaA 
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Anexo 8. Predicción Topológica 
Predicción para la proteína DhaS en PsortB 
SeqID: IBUN 13A DhaS hipotética 
 Analysis Report: 
 CMSVM+ Unknown [No details] 
 CWSVM+ Unknown [No details] 
 CytoSVM+ Cytoplasmic [No details] 
 ECSVM+ Unknown [No details] 
 ModHMM+  Unknown [No internal helices found] 
 Motif+ Unknown [No motifs found] 
 Profile+ Unknown [No matches to profiles found] 
 SCL-BLAST+ CytoplasmicMembrane  [matched 82583808: Inner membrane protein yehU precursor] two-
component signal transduction system (phosphorelay) 
 SCL-BLASTe+ Unknown [No matches against database] 
 Signal+  Unknown [No signal peptide detected] 
 Localization Scores: 
 Cytoplasmic 1.05 
 CytoplasmicMembrane 8.78 
 Cellwall  0.08 
 Extracellular 0.09 
 Final Prediction: 
 CytoplasmicMembrane 8.78 
 
 
 
Predicción de hélices transmembranales en TMpred (Salida sin editar) 
1.) Possible transmembrane helices 
The sequence positions in brackets denominate the core region. 
Only scores above 500 are considered significant. 
Inside to outside helices : 1 found 
 from to score center 
 84 ( 84) 104 ( 104) 488 94 
 
Outside to inside helices : 1 found 
 from to score center 
 84 ( 84) 105 ( 101) 502 93 
 
 
2.) Table of correspondences 
Here is shown, which of the inside->outside helices correspond to which of the outside->inside 
helices. 
Helices shown in brackets are considered insignificant. 
A "+"-symbol indicates a preference of this orientation. 
A "++"-symbol indicates a strong preference of this orientation. 
  
  inside->outside | outside->inside 
( 84- 104 (21) 488 ) | 84- 105 (22) 502  
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3.) Suggested models for transmembrane topology 
These suggestions are purely speculative and should be used with extreme caution since they are 
based on the assumption that all transmembrane helices have been found. 
In most cases, the Correspondence Table shown above or the prediction plot that is also created 
should be used for the topology assignment of unknown proteins. 
 
2 possible models considered, only significant TM-segments used 
 
*** the models differ in the number of TM-helices ! *** 
 
----->STRONGLY prefered model: N-terminus outside 
 1 strong transmembrane helices, total score : 502 
 # from to length score orientation 
 1 84 105 (22) 502 o-i 
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Predicción de hélices transmembranales en Toppred 
 
 
 
Predicción para la proteína DhaA en PsortB 
SeqID: IBUN 13A DhaA hipotética 
 Analysis Report: 
 CMSVM+ Unknown [No details] 
 CWSVM+ Unknown [No details] 
 CytoSVM+ Cytoplasmic [No details] 
 ECSVM+ Unknown [No details] 
 ModHMM+  Unknown [No internal helices found] 
 Motif+ Unknown [No motifs found] 
 Profile+ Unknown [No matches to profiles found] 
 SCL-BLAST+ Cytoplasmic [matched 114098: Cytoplasmic protein] 
 SCL-BLASTe+ Unknown [No matches against database] 
 Signal+  Unknown [No signal peptide detected] 
 Localization Scores: 
 Cytoplasmic 9.97 
 CytoplasmicMembrane 0.00 
 Cellwall  0.01 
 Extracellular 0.02 
 Final Prediction: 
 Cytoplasmic 9.97 
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Anexo 9. Alineamiento de las secuencias del promotor del operón 1,3-PD de la cepa 
nativa IBUN 13A con el promotor de los genes dhaD y dhaK1-3 de C. butyricum. 
 
MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment 
 
 
IBUN 13A ACATAGCAAAATAGTACCAATATTAAGCAATAAAGTTTGTTAAAATATTATCAATAAAAT 
C.butyricum AAATTATAAATTTTCGTCATTTTAATACAATGAGTTTTCTTG-------------TAAAC 
  * ** *** * ** * * * **** * *** **  ***  
 
IBUN 13A GATAAGATTAGATAAACCAAGTAAGAATGT---GAT-TGGAGGAG----TAAAA 
C.butyricum GATATTATAATATAGACAAGTCAAAAATATTTGGATATAAAGGAGATATTGATA 
  **** ** * *** ** * ** *** * *** * ***** * * * 
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Anexo 10. Similitud de la proteína reguladora de los genes dhaD y dhaK1-3, con los 
dominios sensor y regulador de las proteínas predichas DhaS y DhaA. 
 
Búsqueda de dominios en Smart 
 
 
 
 
Búsqueda de dominios en PSI-Blast 
 
 
Alineamiento de las secuencias (dominios sensores) de la proteína DhaS de la cepa 
nativa IBUN 13A con el regulador putativo de los genes dhaD y dhaK1-3 de C. 
butyricum. 
T-Coffe multiple sequence alignment 
 
C. buty MNNNFNLDKLIDLEKWEDLQETIASVTNVAIIIVDYKGNPVTKHSGCHRF 
IBUN13A MNNIINLKDIISIEEFQSIQDDIAKATGISIITTDYTGKPVTKHSCCTEF 
  *** :**..:*.:*:::.:*: **..*.::** .**.*:****** * .* 
 
C. buty CKEIRANPELVKYCQKCDSRGGLEAVRLNEPYIYLCHYNIIDIAIPIMID 
IBUN13A CSIIRRDKKQSELCERCDSRGGIESTRTGKPYIYICYKGLVDFAVPIIVQ 
  *. ** : : : *::******:*:.* .:****:*: .::*:*:**::: 
 
C. buty GKYIGAIMAGQVKLLDVKVESSLEKILVLSKDSSARKALDDFKEY---YY 
IBUN13A GQYMGDIMGGQILITDDE-----QKYLESFK--NTNYNLDDNEELICAYN 
  *:*:* **.**: : * : :* * * .:. *** :* *  
 
C. buty ELPVLSYEKIKKISDMLFSLCNYLIEEALEKNLISDIYLKIVNDQQEIDS 
IBUN13A KLPIMSLEKIKNIAQMILHLSKYLVEEGMYKITI---------------- 
  :**::* ****:*::*:: *.:**:**.: * *  
 
En rojo se identifican los residuos conservados que se indican en el numeral 5.3 i y 
Figura 11. 
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Anexo 11. 
En la figura se ilustra la región corriente arriba de los genes dhaS y dhaA, que se 
amplificó y que constituye un fragmento de 1631pb en el que se puede encontrar un 
gen que corresponde con el regulador transcripicional homólogo a las proteínas 
DhaS y DhaA. 
 
 
Iniciador Secuencia (5´  3´) Región Blanco 
 
 RTGli1 - D* 
 
GTTATATATGAGTATTCAATGGG 
 
Corriente arriba orf4 
RTGli2 - R AGCTGATTCTCCAAAACTTC gen dhaD 
 
 
 
 
Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos de PCR. DSM 2478, C. butyricum; 13A, 
fragmento RTGli (1631pb) amplificado en Clostridium sp. IBUN 13A; Ctr. -, C. acetobutylicum; Ctr Rx, 
Control de reactivos; 0PDUFDGRUGHWDPDxRPROHFXODU+\SHU/DGGHU,,%LROLQH®) 
1x 5¶ Û& 
30x 
¶¶ 
¶¶ 
¶5¶¶ 
Û& 
55°C 
Û& 
1x ¶ Û& 
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Anexo 12. TBlastN del dominio sensor PocR contra las bases de datos de genomas 
secuenciados de Clostridios. 
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Anexo 13. Artículo producido a partir de los resultados obtenidos en la tesis y 
sometido a revista internacional. 
 
 
Summary  
1,3-propanediol (1,3-PD) operon genes from the native Colombian Clostridium sp. IBUN 
13A strain, which are taxonomically related to Clostridium butyricum, have currently been 
characterised, but not their regulator genes. These genes (previously called dhaS and dha) 
H[SUHVV SURWHLQV UHJXODWLQJ VXFK RSHURQ¶V WUDQVFULSWLRQDO DFWLYLW\ E\ PHDQV RI D WZR-
component system. The current study thus designed a strategy for amplifying, sequencing and 
bioinformatically characterising the upstream region of the Clostridium sp. IBUN 13A 
VWUDLQ¶V -PD operon in which the 1,318 bp dhaS and 1,056 bp dhaA genes were 
respectively identified. Phylogenetic analysis indicated that the predicted proteins had a 
modular structure consisting of domains homologous to different signal transduction systems, 
but had important differences in conserved residues, pointing to the probability that they 
constituted ancestral domains. Function prediction led to postulating a DhaS/A system 
rHJXODWLRQ PHFKDQLVP RQ WKH QDWLYH VWUDLQ¶V -PD operon promoter as a response to the 
presence of glycerol in the medium. The information obtained from this work will lead to 
proposing genetic manipulation strategies for improving fermentation in 1,3-PD production 
with native strains. 
  
Key words 
Clostridium sp., glycerol metabolism, 1,3-propanediol, regulator genes, two-component 
system.  
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Introduction 
 
Biodiesel is a fatty acid methyl-ester obtained from renewable sources such as palm, soya 
and/or girasol (Papanikolaou, Seraphim et al. 2008) and constitutes one of the most promising 
alternatives for substituting fossil fuels as they can be used in diesel motors and other 
combustion systems (Papanikolaou, Seraphim et al. 2008;Paulo da Silva, Gervásio et al. 
2009). The main subproduct produced during biodiesel synthesis is crude glycerine which can 
be used in anaerobic fermentation as carbon source for producing 1,3-propanodiol (1,3-PD) 
(Barbirato, Fabien et al. 1998;Paulo da Silva, Gervásio et al. 2009). 1,3-PD is used in the 
textile industry, in producing adhesives, lubricants, solvents, resins, antifreeze and 
pharmaceutical products (Zeng, A-P et al. 2002) and also in the synthesis of polyesters 
polyurethanes, especially polytrimethylene terephthalate (PTT), which is characterised by 
being more elastic and having better recuperation properties regarding tension (Nakamura, 
Charles E. et al. 2003;Saxena, R. K. et al. 2009). 
 
1,3-PD may also be produced by chemical synthesis by two different routes: acrolein 
hydratation or ethylene oxide hydroformylation (Paulo da Silva, Gervásio et al. 2009). 
However, research efforts have been focused on its biological production during the last few 
years as this is a more environmentally-friendly alternative (Saxena, R. K. et al. 2009). 
Biotechnological 1,3-PD production has been characterised in Clostridium butyricum, 
Klebsiella pneumoniae and Cytrobacter freundii from glycerol as sole carbon source 
(Barbirato, Fabien et al. 1998;Saxena, R. K. et al. 2009). C. butyricum is considered to be one 
of the best producers and is characterised because it does not require coenzyme B12 addition 
during fermentation, making this specie an ideal biological model for diol research and 
production (Papanikolaou, Seraphim et al. 2000;González-Pajuelo, M et al. 2005a;González-
Pajuelo, M et al. 2005b). 
 
The Clostridium sp. IBUN 13A Colombian native strain is closely related to C. butyricum 
(Montoya, D et al. 2001;Jaimes, C et al. 2006) and is characterised because it has similar yield 
to those obtained by reference strains such as C. butyricum DSM 523 and C. butyricum DSM 
2478 (Cardenas, D. P et al. 2006). The genes implicated in 1,3-PD synthesis have been 
molecularly characterised recently and the structure of the 1,3-PD operon for this strain has 
been determined (GenBank Acc Cod DQ901408) (Montoya, Jose David 2008). The operon 
consists of dhaB1, dhaB2 and dhaT genes, having 99% similarity with genes from the same 
C. butyricum VPI1718 operon. Due to such similarity, it has been postulated that the regulator 
genes from the Clostridium sp. IBUN 13A1,3-PD operon are located downstream of the 
dhaB1 gene in the same way as described in C. butyricum VPI1718 (Raynaud, Céline et al. 
2003). The dhaS and dhaA genes are implicated in transcriptional regulation of the C. 
butyricum operon and constitute a two-component signal transduction system whose 
regulation could have a regulation mechanism similar to the DhaR protein found in other 1,3-
PD producing microorganisms (Sun, Jibin et al. 2003). 
  
7KH SUHVHQW VWXG\ GHDOV ZLWK GHWHUPLQLQJ UHJXODWRU SURWHLQV¶ PRGXODU VWUXFWXUH DQG WKHLU
phylogenetic history from the dhaS and dhaA gene sequences obtained from the Clostridium 
sp. IBUN 13A native strain. This is so that possible transcriptional regulation mechanisms can 
be proposed for signal transduction system on the 1,3-PD operon and thereby propose genetic 
manipulation strategies leading to improving fermentative processes for natLYHVWUDLQV¶-PD 
production. 
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Methodology 
 
Culture conditions and DNA extraction 
The Clostridium VS,%81$VWUDLQREWDLQHGIURPWKH8QLYHUVLGDG1DFLRQDO¶V,QVWLWXWHRI
%LRWHFKQRORJ\¶VVWUDLQEDQN(Montoya, D et al. 2000), and the C. butyricum DSM 2478 strain, 
kindly provided by Dr Wolfgang Schwarz from Technische Universität München (TUM) in 
Munich were used. The strains were activated, following the methodology described by 
Montoya et al.(Montoya, D et al. 2000). The microorganisms were cultivated in strict 
anaerobic conditions at 37°C in modified TGY medium (16g/L tryptone, 5 g/L glucose, 5g/L 
yeast extract, 5g/L NaCl, 0.5g/L L-cistein) complemented with 0.05 mg/ml resarzurin, for 
chromosomal DNA extraction. Chromosomal DNA was extracted using the methodology 
described by Jaimes et al.(Jaimes, C et al. 2006). 
 
Primers  
The sequences included in GenBank from C. butyricum VPI 1718 (Acc Cod AY112989.1 and 
AY138581) were used for designing the primers (supplementary material S1) due to the 
similarity found between the Clostridium sp. IBUN 13A 1,3-PD operon and C. butyricum 
VPI1718 (Montoya, D et al. 2001;Jaimes, C et al. 2006).  
 
PCR 
Amplification reactions were done in 100PL tubes using de 25PL using final volumes at the 
following concentrations: 0.25PM primers (synthesised by Integrated DNA Technologies, 
Inc), 0.07U/PL Taq polymerase (GoTaq, Promega), 2 mM MgCl2, 200 PM dNTPs, 1X buffer, 
50ng chromosomal DNA. A Multigene thermocycler was used (Labnet International, Inc). 
The amplification products so obtained were confirmed by conventional electrophoresis on 
1.5% agarose gels with 0.5 X TBE, using a 50 to 2,000bp size molecular marker 
(HyperLadder II, Bioline) and visualized with SybrSafe (Invitrogen). The gels were 
digitalized with Quantity One software, using a Gel Doc transilluminator. 
 
Sequencing and assembling sequences 
The fragments amplified from the six primers were sent to be purified and sequenced by 
Macrogen Inc. (Korea). The sequences obtained from reverse primers RGS2, RGA4 and 
RGA7 were edited using BioEdit software for obtaining the reverse-complementary sequence. 
The quality of the seven sequences obtained was evaluated with PHPH software (Togawa, R. 
C et al. 2003) [http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/] and assembled using Cap3 
software (Huang, X et al. 1999) [http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php]. 
 
Gene annotation  
GeneMark.hmm PROKARYOTIC software (version 2.6r) (Besemer, J. et al. 2005) 
[http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_prok.cgi] was used for searching for 
open reading frames (ORF) and ribosome binding sites (RBS). Clostridium acetobutylicum 
was the model organism selected for making predictions. BPROM 
[http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb] 
software was used for finding -10 and -35 boxes from the promoter region, by selecting the 
nucleotides immediately upstream from the start codons predicted by GeneMark software. 
 
The presence of Rho-independent terminators was determined by the EMBOSS Palindrome 
application [http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/palindrome], using the 
parameters defined by Lesnik (Lesnik E et al. 2001) for this type of transcriptional terminator. 
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The sequence predicted by Palindrome software was evaluated by OligoAnalyzer 3.0 
[http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/] for obtaining a schematic 
representation of the hypothetical fork and its respective 'G value. A search was made for 
homologous nucleotide sequences in GenBank using BLASTN and MEGABLAST tools, 
using the assembled sequence as entry and restricting the search to bacterial taxon.  
 
Sequence analysis 
A search for homologous protein sequences was made in the Swiss-Prot database using the 
PSI-BLAST tool (Altschul, S. F. et al. 1997) from the prediction made by using GeneMark, 
restricted to bacterial Taxon and 10-5 E value; the process was iterated until convergence was 
obtained (Aravind, L et al. 1999). Next, a search was made in UniProt with the domains 
identified in SMART (Schultz, J. et al. 2000) [http://smart.embl-heidelberg.de/] and SCAN-
PROSITE (Sigrist C et al. 2010) [http://expasy.org/tools/scanprosite/] for each of the proteins, 
making 100% cluster grouping. The partial and redundant sequences obtained in search 
strategies were debugged until obtaining a population of 35 proteins which were homologous 
with some domain present in the DhaS protein and a population of 44 proteins which were 
homologous with some domain present in the DhaA protein (Table 1). These sequences were 
classified according to the superfamily to which they belonged; the C. butyricum 
AAM54726.1 and AAM54727.1 sequences were used as reference. 
 
Multiple sequence alignment  
T-Coffe software was used for the multiple alignments (Notredame, C. et al. 2000) 
[http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee/index.html], using default parameters and manual 
editing. The alignments of the protein sequences obtained using T-Coffe software were used 
for determining the conserved residues traced by evolutionary trace server software 
(Lichtarge, O et al. 1996) [http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~jiye/evoltrace/evoltrace.html]. 
 
Secondary structure prediction and topology 
Secondary structure was predicted in PSIPRED software [http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred] 
(supplementary material S2). PSORTB (Yu, N et al. 2010) 
[http://www.psort.org/psortb/index.html] software was used for determining the possible 
cellular localisation of DhaS and DhaA proteins, selecting prediction for Gram positive 
eubacteria proteins. TMpred (Hofmann K et al. 1993) [http://www.ch.embnet.org/software/ 
TMPRED_form.html] and TopPred (Claros, M. G et al. 1994) [http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py?form=toppred] software was used for confirming the prediction generated in 
PSORTB and finding transmembrane regions. 
 
Phylogenetic analysis 
Three groups of alignments were defined representing the three protein domains determined 
from the Uniprot cluster analysis. The alignments were manually edited in Jalview and 
analysed in ProtTest software (Abascal, F et al. 2005) 
[http://darwin.uvigo.es/software/prottest_server.html] for identifying which evolutionary 
model explained each alignment. Phyml 
[http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/one_task.cgi?task_type=phyml] software was then 
used for phylogenetic reconstruction using 1,000 bootstrap repeats as statistical support. 
1MSORWVRIWZDUHZDVXVHGIRUYLVXDOL]LQJWKHSK\ORJHQHWLFWUHHVDQG7DMLPD¶VWHVWZDVXVHGIRU
determining which type of selection operated on the three groups of domains using MEGA4.1 
software (Kumar, S et al. 2008) [http://www.megasoftware.net/mega41.html].  
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Results  
Gene sequencing and annotation  
PCR reactions with the four pairs of primers led to amplifying four fragments for a 2633bp 
region upstream of the Clostridium sp. IBUN 13A strain 1,3-PD operon. PHPH software 
demonstrated the high quality of the seven sequences so obtained which is why a 2,565bp 
contig was assembled without any dissimilarity at all. Two ORFs were found in the 
assembled 2,565bp sequence, called dhaS and dhaA according to Raynaud et al¶V
designation in C. butyricum (Sun, Jibin et al. 2003).  
 
The first ORF identified as being dhaS had 1,218bp (79 to 1,296). The potential -35 (5´-
TTCATA-3´) and -10 (5´-TAAAAT-3´) promoter sites were located upstream of the start 
codon having the probability of beginning transcription in position 38. The software used did 
not lead to predicting an RBS, which is why the GATGAA sequence is proposed as being a 
putative site in this work; however, this site has not been predicted in other Clostridium sp 
species and is located just two nucleotides from the start codon. No sequence was identified 
for this gene which had the probability of forming a typical rho-independent transcriptional 
terminator. The dhaA gene start codon was located 9bp from the dhaS gene stop codon and 
consisted of 1,056bp (1,306 to 2,361). The software could not identify RBS; however, it was 
possible to manually locate the AGGAAG consensus sequence 5bp upstream from the start 
for this gene. The prediction of a possible hairpin which is characteristic of a rho-independent 
transcriptional terminator as wHOO DV WKH LQWHUJHQH UHJLRQ¶V UHGXFHG GLVWDQFH VXJJHVWHG WKH
organization of dhaS and dhaA genes within an operon; such hairpin was formed between 
nucleotides 2,360 to 2,409, having a calculated -3.03 Kcal/mol 'G value. The sequence so 
obtained was annotated in GenBank as an update of the Clostridium sp. IBUN 13A sequence 
(Access Code DQ 901408.6). The search for homologous regions in nucleotide databases 
revealed 98% similarity with the C. butyricum VPI1718 sequence (dissimilar nucleotides 
were found in the non-coding region).  
 
Sequence analysis 
 
The dhaS gene encoded a protein of 405 amino acid residues (DhaS GenBank Acc 
ADP02232.1) and the dhaA gene encoded a protein of 351 amino acid residues (DhaA 
GenBank Acc ACT78697.2). Protein homology analysis revealed a modular organization for 
the DhaS protein with histidine kinase sensor (N-terminal region, first 179 residues), histidine 
kinase (C-terminal region, aminoacids 205 to 287) and HATPase domains (C-terminal region, 
last 110 residues), thereby corroborating that this protein corresponded to histidine protein 
kinase. PSI-BLAST software revealed 55% similarity with the la PocR superfamily N-
terminal region. REC ±response regulator ± domain (N-terminal region, first 118 residues) 
and the HTH_AraC DNA binding domain (C-terminal region, aminoacids 247 to 345) were 
identified for the DhaA protein (common to two-component response regulator protein). The 
34 sequences homologous to the DhaS protein were classified within the PocR and histidine 
kinase superfamilies and the 44 sequences homologous to the DhaA protein were classified 
within the REC superfamily and the HTH_AraC superfamily (Table 1). The groups of 
sequences for each superfamily will be referred to as Hiskin, Resreg and HTH for ease of 
analysis.  
 
Uniprot cluster analysis was then used due to the heterogeneity of the superfamilies identified 
(more than 70,000 reported sequences) for debugging the alignments until obtaining protein 
sequences having the same pattern of motifs as the DhaS and DhaA proteins. Bearing in mind 
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that most sequences selected came from the clusters, alignment included Hiskin/125, 
Resreg/566 and HTH/191 individual sequences for the respective groups of related domains. 
Sequences having the PocR domain were not submitted to multiple alignment due to the 
reduced number of homologous sequences found. The final population of sequences studied 
consisted of the following: Hiskin/15 consensus sequences for the Histidin protein kinases; 
Resreg/24 consensus sequences and HTH_AraC, HTH/12 consensus sequences for REC. 
These sequences formed the study population for analysis (Figure 1). 
 
The similarity of the histidine kinase sensor DhaS domain to PAS and GAF domains derived 
from their homology with the PocR protein could be seen in the secondary structure (S3 in 
supplementary material). Three highly conserved cysteine residues were identified (Cys-51, 
Cys-64 and Cys-86), they would form the interior of the surface contacting the ligand 
(Anantharaman, V et al. 2005). H box homology in the structure secondary predicted for 
HisKin revealed the typical location of phosphorylable lysine (Lys-216) (histidine in most 
HisKin) in an D±helix (Hoch, J 2000). The catalytic domains (HisKin and HT-ATPase) 
located after residue 205 presented seven D-helixes and six E -sheets, differently to the 
characteristic structure of eight D-helixes and six E (Foussard, M et al. 2001). 
However, the region surrounding the G2 motif had an organisation similar to that described as 
being the ATP-binding pocket formed by four E -sheets and three Dhelixes, locating G2 
box residues in the D2/D3 loop (West, A et al. 2001)
identified in the DhaA response regulator receptor domain: Asp-8, Asp-9 (located in the first EDloop), Asp-55, Lys 103 and Tyr-100. However, the threonine residue was not observed 
(Ile-83); it is important in propagating conformational change following HisKin 
phosphorylation (West, A et al. 2001). The presence of the triad Gly-hydrophobic residue-
small residue could be observed in the HTH DNA-binding domain (Aravind, L et al. 2005), 
located in the D2/D3 loop (Gly-320,Tyr-321, Asp-322) also the canonical hydrophobic 
residues in D1 (Ala-301) and in D3 (Fen-331).  
 
PsortB predicted that the DhaS protein would have a transmembrane location due to its 
similarity with the E. coli yehU transmembrane protein precursor (SCL-BLAST+). As Smart 
and ScanProsite applications did not determine evident transmembrane regions, confirmation 
was made for identifying transmembrane helices in TMpred and TopPred programmes, 
ILQGLQJ WKDW WKH +LV.LQ 'KD6 SURWHLQ¶V JUHDWHVW Srobability of cellular location was 
cytoplasmatic, without apparent membrane-association regions. A cytoplasmatic location for 
the DhaA response regulator protein was deduced in all the applications. 
 
Finally, Cluster alignments were manually edited, seeking to contain only very informative 
regions. According to ProtTest program the WG and LG evolutionary models explained 
cluster alignments. The three phylogenetic trees presented base nodes having significant 
bootstrap values (77% HTH, 56% Resreg and 100% Hiskin) and a topology which was 
correlated to the structural analysis mentioned above (see Figure 2).  
 
 
Discussion 
 
The first characterisation study of genes implicated in the anaerobic metabolism of glycerol 
led to knowing dha regulon organisation (Sun, Jibin et al. 2003) present in different 
microorganisms capable of using glycerol as carbon source. Even though heterogeneity has 
EHHQ VKRZQ LQ WKHVH JHQHV¶ RUJDQLVDWLRQ HYHQ ZLWKLQ RUJDQLVPV IURP WKH VDPH JHQXV D
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global system of transcriptional regulation controlled by response regulator proteins has been 
determined, similar to that encoded by the dhaR gene (Daniel, R et al. 1995). The 
&ORVWULGLXPV¶GLVWLQFWLYH FKDUDFWHristic was their regulator organisation in a two-component 
system, as demonstrated in C. butyricum 1,3-PD operon characterisation (Raynaud, Céline et 
al. 2003). Characterisation of the 1,3-PD operon in the native Colombian Clostridium sp. 
IBUN 13A strain led to identifying organisation similar to that of C. butyricum (Montoya, 
Jose David 2008).  
 
It is probable that the genes sequenced in this study (called dhaS and dhaA) constitute an 
operon, due to the identification of a promoter region upstream of the first gene, the reduced 
distance separating them in the same DNA chain (only 9bp) and the single rho-factor-
independent transcriptional terminator down-stream of both genes. This is the first evidence 
corroborating identification of a two-component system, characterised because its structural 
genes are organized in operons (Mascher, T et al. 2006). This region of the chromosome 
presented 98% similarity with the same region in C. butyricum, leading to it being suggested 
that this specie is the closest to Clostridium sp. IBUN 13A native strain, as has been 
postulated in previous studies (Montoya, D et al. 2001;Jaimes, C et al. 2006). This could 
suggest an ancestral event involving horizontal transfer of the 1,3-PD operon and its regulator 
genes as it has been proposed that two-component transcriptional regulation systems become 
diversified in prokaryotic organisms due to gene duplication (Hoch, J 2000). Regulating 
glycerol metabolism in this strain could be controlled by a two-component system, differently 
to Klebsiella pneumoniae or Cytrobacter freundii (Sun, Jibin et al. 2003), as sequencing of 
complete Clostridia genomes have revealed that regions encoding two-component signal 
transduction proteins are frequent (Cheung, Jackie K. et al. 2005). 
  
The search for proteins homologous to the predicted DhaS and DhaA proteins revealed the 
existence of domains belonging to two-component signal transduction systems. As no 
functional information was obtained from experimental data, proteins were annotated based 
on its domain composition, rather than on sequence similarity of any given group of proteins, 
as suggested by Galperin (Galperin, M 2006). The domains found were modularly organised 
in a compact and versatile way into a pattern typical of signal transduction proteins; this 
property confers on them a great capacity for adaptation by cluster of organisms (West, A et 
al. 2001;Galperin, M 2004). Our phylogenetic analysis supported such evolutionary trend 
since the data suggested a functional purifying selection model following the Lego principle 
(Galperin, M 2006). It should be born in mind that there is no generalised classification for all 
response regulator proteins, due to them varying widely in terms of sequence, membrane 
topology, composition and domain arrangement (Mascher, T et al. 2006). The study of 
histidine kinase sensor and response regulator effector domains should be highlighted in 
sequence analysis due to catalytic and REC domains being highly conserved and thus not 
providing conclusive information (Mascher, T 2006). 
 
According to the predictions, the PocR domain binds to intracellular ligands, inducing a 
conformational change which is transmitted to a catalytic signal transduction domain, such as 
the HisKin domain (Anantharaman, V et al. 2005). It has been experimentally proved that 
PocR protein activity is regulated in vitro by molecules from 1,2-propanediol (Rondon, M et 
al. 1996). According to this evidence, it has been proposed that PocR should recognize simple 
hydrocarbon derivates such as 1,2-propanediol or acetate and therefore play a role in detecting 
the substrates required for microbial growth (Anantharaman, V et al. 2005). Due to its 
importance in 1,3-PD operon transcriptional regulation, it is probable that the HisKin DhaS 
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sensor senses the presence of glycerol in cytoplasm as substrate and activates promoter 
transcriptions, transmitting the signal through the DhaA response regulator. Regulation in 
nutrient uptake and its metabolism by two-component systems is frequent and evidence has 
been found that the sensors could be coupled to transport proteins acting as co-sensors and be 
responsible for substrate translocation through the membrane (Tetsch, L et al. 2009). HisKin 
DhaS could be coupled to the glycerol GlpF transport facilitator in Clostridium sp. IBUN 
13A, due to its possible cytoplasmatic location. Future studies must experimentally determine 
whether different glycerol or 1,2-propanediol ligands generate a conformational change in the 
C. butyricum HisKin sensor domain and that of the native strain.  
  
The HisKin DhaS catalytic domain, corresponding to a class I histidin protein kinase, is 
grouped within group 8 HisKin subfamily, according to GUHEH DQG 6WRFN¶V classification 
(Grebe, T. W et al. 1999). Motifs shared by these kinases could be identified in the alignment, 
a proline residue located before the histidine phospho-acceptor and a phenylalanine after it, as 
well as the absence of a homology F-box. However, the most important difference which 
could be found in the DhaS protein, and which had been previously identified in C. butyricum 
(Raynaud, Céline et al. 2003), was the substitution of the canonical histidine residue by 
lysine. Even though there are different protein homologues in bacteria in which the 
phosphorylated residue is not a histidine (Foussard, M et al. 2001), only two proteins were 
identified in our revision in which an arginine was substituted for histidine (slr1414_ 
Synechocystis sp. and mth1260_ Methanobacterium sp.). The identification of this 
substitution in multiple alignments led to suggesting that lysine could be phosphorylated for 
transferring the phosphate group to the response regulator, making the histidine residue 
substitutable by another residue, as can be observed in the study of conserved traces (ETS). 
The P and F residues surrounding the histidine residue seemed to have greater conservation 
because they perhaps play an important role in the interaction between phosporyl group and 
the phosphorylable residue. 
 
The thermodynamic differences in phosphoryl group transfer from phosphorylated lysine to 
aspartic residues from the regulator response should be studied as the phosphorylated 
histidine phosphoimidazole bond seemed to be chemically ideal for this reaction (West, A et 
al. 2001). Otherwise the trace analysis did not show glycine residues as being the most 
conserved ones in the G-boxes. This motif plays an important role in phosphotransfer (Grebe, 
T. W et al. 1999), meaning that arginine and aspartic acid residues could have a more direct 
interaction with the adenine nucleotide phosphates. Even though the residues located in the X-
box were not so conserved as in the other boxes, since this motif plays a structural role 
(Grebe, T. W et al. 1999), three trace residues could be identified in the alignment, within the 
group 8 HQ family (Arg-249, Glu-264, Arg-278). The predicted secondary structure did not 
show any pattern leading to classifying this sensor as being bi-functional or mono-functional, 
according to Alves and Savageau criteria (Alves, R et al. 2003).  
 
The DhaA protein could be confirmed as being the two-component system response regulator 
because of the identification of characteristic REC and HTH domains. Trace analysis and 
multiple alignment revealed another difference in the most conserved residues in the REC 
GRPDLQ ORFDWHG LQ WKH SURWHLQ¶V 1-terminal region (~120 residues), demonstrating the 
particularity of these proteins from Clostridium sp. IBUN 13A. Three highly conserved 
aspartic acid residues were identified; however, the threonine located in the active region was 
not identified (West, A et al. 2001), and also the formation of four D-helices interleaved 
between E-sheets(Alves, R et al. 2003) was not observed due to the lack of E5. It has been 
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found that when proteins are phosphorylated, the hydroxyl group from conserved threonine 
moves away from its position, allowing the space left by this movement to become filled by a 
conserved aromatic residue (Fen/Tir) moving from an exposed position to a buried position 
on the D4/E5/D5 surface, inducing the propagation of conformational change (Stock, J et al. 
2000). The substitution of threonine for isoleucine in the DhaA protein did not seem to affect 
its functionality, in spite of there being no hydroxyl group. Consequently, these residues were 
not observed in trace analysis, differently to the three aspartic residues and the lysine residue, 
without which signal transduction could be deleteriously affected. 
 
There was no discrepancy with conserved trace residues in multiple AraC type proteins in the 
transcriptional regulator domain. DNA binding motifs, from the HTH domain, were organised 
in a fashion facilitating DNA-protein interface binding to D3 residues (recognition helix) and 
the presence of hydrophobic residues in D1 and D3, forming a core stabilising the domain 
(Aravind, L et al. 2005). It was also confirmed that this domain presented a tetra-helicoidal 
conformation, characterised by an additional C-terminal helix (Aravind, L et al. 2005). A 
homologous sequence to the consensus AraC-activator binding sequence (AGCN7TCCATA) 
(GALLEGOS, M. T et al. 1997) was found in the 1,3-PD operon promoter region in this 
investigation. This sequence has also been found in the C. butyricum 1,3-PD operon promoter 
(Raynaud, Céline et al. 2003) overlapping the -35 region which could be the site of a possible 
DhaA response regulator interaction with RNA polymerase, for activating operon 
transcription.  
 
The three phylogenetic trees presented a defined topology for multiple genetic duplication 
events which were correlated to structural analysis. Such distribution based on gene 
duplication defines structural evolutionary domains for this highly promiscuous type of 
proteins. The separation of the clade formed by the native strain and C. butyricum was 
observed in the group of Hiskin sequences, possibly due to the particular organisation of 
residues from the conserved H-box motif in which canonical histidine had been substituted 
for the lysine residue, such substitution not being found in any other Hiskin. It is probable that 
the domains developed in line with a model of strong purifying selection (see Table 2), 
indicating that actual populations have defined precise functional niches for each domain 
without having polymorphism, this being intriguing due to the enormous number of current 
representatives for the groups.  
 
Conclusion 
 
Our study has reported the sequencing and identification of dhaS and dhaA genes from the 
Clostridium sp. IBUN 13A strain, leading to identifying two putative constituent proteins of a 
two-component signal transduction system. Annotating and studying the domains of such 
deduced proteins has led to describing their molecular evolution and elucidating this signal 
WUDQVGXFWLRQV\VWHP¶VSK\VLRORJLFDOUROH6LJQLILFDQWGLIIHUHQFHVLQWKHFRQVHUYHGPRWLIV were 
found with proteins of the HinKin and REC superfamilies, such as the substitution of a lysine 
for a histidine residue in the DhaS protein H box and the absence of one of the Ser/Tre 
residues in the DhaA active site. Such variations seemed to have no effect on signal 
transduction; however, they could be correlated to their phylogenetic grouping together with 
C. butyricum proteins in separate clades, indicating that they may have constituted ancestral 
domains from two-component systems. According to the aforementioned findings, it is thus 
proposed that the DhaS/DhaA two-component system is implicated in regulating glycerol 
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metabolism, promoting 1,3-PD operon transcription when this substrate is present in culture 
medium. 
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